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ABSTRACT 
Le proteasi aspartiche svolgono un ruolo fondamentale in molti processi patologici ed è per questo che 
vengono considerati degli ottimi target terapeutici verso cui dirigere la ricerca per la cura delle malattie.  
Sia l’AIDS (Sindrome da Immunodeficienza Acquisita) che il morbo di Alzheimer sono regolate da una 
proteasi aspartica la cui inibizione rappresenta, quindi, un importante obiettivo farmacologico, che 
coinvolge diverse discipline. 
Nel campo della chimica organica, la ricerca di efficaci inibitori peptidomimetici ha dato impulso allo 
sviluppo di nuove metodologie per la sintesi stereoselettiva di composti contenenti più centri chirali in 
forma enantiomericamente pura, da usarsi come isosteri dipeptidici per la sintesi di inibitori reversibili. 
Di recente vengono sviluppate sempre di più nuove molecole di tipo non peptidico, che siano in grado 
di massimizzare le interazoni nel sito attivo della proteasi, che abbiano una migliore biodisponibilità, ma 
soprattutto che siano semplici da sintetizzare. 
La prima parte di questa tesi di dottorato è stata rivolta alla sintesi di inibitori peptidomimetici 
dell’HIV-proteasi.  
Nel capitolo 2 viene descritta la sintesi di un isostere diamminodiolico del dipeptide Phe-Pro con 
stereochimica (S,R,R,S).  
Oggetto del capitolo 3 sono invece gli isosteri diamminoalcolici del dipeptide Phe-Pro: nella prima parte 
del capitolo è descritta la sintesi di un isostere in cui l’anello della prolina è sostituito da un triazolo ed è 
presentata  la valutazione della sua attività biologica attraverso un saggio fluorimetrico; la seconda parte 
del capitolo è invece dedicata ad una metodologia per l’ottenimento di isosteri monoidrossietilenici 
Phe-Pro mediante l’utilizzo della ciclizzazione intramolecolare di aza-Michael organocatalizzata 
diastereoselettiva.  
Il capitolo 4 è dedicato alla sintesi di allilammine chirali derivate da aminoacidi, utili nella sintesi di 
isosteri dipeptidici con l’ausilio della reazione di Ring Closing Metathesis (RCM). 
L’ultima parte della tesi è invece rivolta alla sintesi di inibitori non peptidici della β-secretasi, proteasi 
aspartica  coinvolta nei processi degenerativi che portano al Morbo di Alzheimer.  
Nel capitolo 5 è presentata la sintesi e la valutazione dell’attività biologica di una serie di diidropirimidine 
ottenute tramite  la reazione multicomponente di Biginelli, che presentano valori di IC50 dell’ordine del 
micromolare.  
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ABBREVIAZIONI 
9-epi-DHQA 9-ammino-9-deossi-epi-idrochinina 
9-epi-DHQDA 9-ammino-9-deossi-epi-idrochinidina 
Ǻ Amstrong 
  Abz acido 2-amminobenzoico 
 AChEI Inibitori della Acetilcolinesterasi 
AcOH acido acetico 
  AD Morbo di Alzheimer 
 ADME Assunzione, Diffusione, Metabolismo, Espulsione 
AIDS Sindrome da Immunodeficienza Acquisita 
Ala alanina 
  AP proteasi aspartiche 
 APP Proteina Precursore dell’Amiloide 
Ar Arile 
   ART terapia antiretrovirale 
 Asp Acido aspartico 
  Aβ peptide β-amiloide 
 BACE1 β-site of APP Cleaving Enzime (β-secretasi) 
Bn benzile 
  Boc tert-butossi carbonile 
 Boc2O di-tert-butil dicarbonato  
br picco slargato 
  BSA albumina di siero bovino  
 Cbz carbobenzilossi 
  CM Cross Metathesis 
 CRI inibitore di co-recettori 
 d doppietto 
  Da Dalton 
  DABCYL Acido-4-((4-aminofenil)diazenil)benzoico 
DBU diazabiciclo undecene 
 DCM diclorometano 
 dd doppio doppietto  
 DHPM diidropirimidina 
 DIBALH diisobutil alluminio idruro 
DIPEA diisopropil etil ammina 
 DMAP dimetilammino piridina  
DMF dimetilformammide 
 DmPoa Acido 2,6-dimetil fenossiacetico  
DMSO dimetil solfossido 
 DTT ditiotreitolo 
  e.e. eccesso enantiomerico 
 EDANS Acido-5-(2-aminoetilamino) naftalene-1-solfonico 
EDC 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimide 
EDTA acido etilendiamminotetracetico  
Em emissione  
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EP etere di petrolio 
  ESI-MS spettrometria di massa con ionizzazione elettrospray 
Et2O dietil etere  
  EtOAc acetato di etile 
 EtOH etanolo 
  Ex eccitazione  
  FDA Food & Drug administration 
FRET intramolecular fluorescence resonance energy transfer  
G1 catalizzatore di Grubbs di prima generazione 
G2 catalizzatore di Grubbs di seconda generazione 
Gly glicina 
  HIV Virus dell’immunodeficienza umana 
HOBT idrossibenzotriazolo 
 IC50 Concentrazione di inibitore a cui l’enzima presenta il 50% di 
attività 
Ile isoleucina 
  IN integrasi 
  iPr iso-Propile 
  KHDMS potassio bistrimetilsilil amide 
L-Selectride tri-sec-butil boro idruro 
LTBAH Litio tert-Butossido alluminio idruro 
m multipletto 
  MCI Mild Cognitive Impairment 
mCPBA acido m-cloroperbenzoico  
MCR reazioni multicomponente  
Me metile 
  MeOH metanolo 
  MES Acido 2-[N-morfolino]-etansolfonico  
mPya acido 3-metilpiridin-2-ilossi acetico 
mPyf acido 5-metilpirimidin-4-ilossi acetico 
MRI Risonanza Magnetica per Immagini 
mRNA RNA messaggero 
 n-BuLi n-Butil litio 
  NH4OAC ammonio acetato 
 NMDA N-Metil D-Aspartato 
 NMM N-metil morfolina 
 NMP N-metil-pirrolidinone anidro 
NMR Risonanza Magnetica Nucleare 
NNRTI inibitori non nucleosidici della trascrittasi inversa 
NRTI Inibitori Nucleosidici della Trascrittasi Inversa 
NtRTI Inibitori Nucleotidici  della Trascrittasi Inversa 
p.f. punti di fusione  
 PBS tampone fosfato   
 PET Tomografia ad Emissione di Positroni 
PFP acido pentafluoro propionico 
Ph fenile 
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Phe Fenilalanina 
  PI inibitori della proteasi 
 ppm parti per milione 
 PR Proteasi 
  Pro Prolina 
  q quartetto  
  QSAR studio computazionale di relazione struttura-attività 
quint. quintetto 
  RCM Ring Closing Metathesis 
 RNA acido ribonucleico 
 ROMP Ring Opening Metathesis Polimerization 
RT Trascrittasi inversa 
 s singoletto 
  SNC sistema nervoso centrale 
 t tripletto 
  tBu tert-Butile 
  TFA acido trifluoroacetico 
 THF tetraidrofurano 
  Thr treonina 
  TLC Cromatografia su strato sottile  
TMS tetrametilsilano  
 TMSCH2Li trimetilsilil metil litio 
TMSN3 azidotrimetilsilano 
 Tyr Tirosina 
  Val valina 
  W Watt 
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1.1 SINDROME DA IMMUNODEFICIENZA ACQUISITA (AIDS) 
1.1.1 La scoperta del Virus HIV 
Agli inizi degli anni ottanta è stata scoperta una nuova patologia non riconducibile a nessuna malattia 
fino ad allora nota1. I soggetti colpiti, per lo più omosessuali, tossicodipendenti, neonati e individui 
soggetti a trasfusioni di sangue (ad esempio emofiliaci), presentavano rare neoplasie a carico dei vasi 
sanguigni (sarcoma di Kaposi) e una notevole vulnerabilità ad infezioni opportunistiche di tipo fungino 
(Pneumocystis carinii e Candida albicans),2 solitamente innocue. Gli studi sul sangue dei pazienti portarono 
all’osservazione che tutti i campioni presentavano una comune diminuzione drastica dei linfociti T4.3 
L’agente patogeno, oltre a compromettere seriamente il sistema immunitario, era presente nel sangue, 
nel plasma e nel liquido seminale e la sindrome si diffondeva per contatto sessuale o per 
contaminazione con sangue infetto. Sulla base di queste considerazioni la nuova malattia venne 
ufficialmente definita Sindrome da ImmunoDeficienza Acquisita (AIDS). 
Nel 1983 nel sangue dei pazienti affetti da AIDS venne individuato un nuovo retrovirus (oggi noto 
come HIV-1)4 che, isolato, venne definitivamente riconosciuto come causa della malattia.5  
Presto cominciò il monitoraggio dei pazienti infetti, fu isolato un nuovo tipo di virus (HIV-2),6 fu 
sviluppato un test per l’individuazione del virus nel sangue e furono ridotti i rischi da contagio per 
trasfusione. Tutto questo però non bastò ad impedire che l’AIDS si trasformasse rapidamente in 
un’epidemia mondiale. 
Furono, quindi, intensificati gli studi sulla struttura e sul meccanismo d’azione del virus e, in parallelo, 
anche gli studi diretti verso un’efficace terapia antiretrovirale.7 Nel 1986 venne approvato il primo 
farmaco anti-HIV (AZT); il nuovo filone di ricerca apertosi grazie ad una conoscenza sempre più 
approfondita della struttura molecolare del virus e del suo ciclo replicativo, portò nel 1995 
all’approvazione dei primi inibitori della proteasi (PI) e degli inibitori non-nucleosidici della trascrittasi 
inversa (NNRTI), il cui impiego in combinazione con l’AZT ha determinato un’effettiva diminuzione 
sia della mortalità dei pazienti che dell’insorgenza di infezioni e neoplasie.8,9 
                                                 
1 Gottlieb M.S.; Schroff  R.; Schanker H.M.; Weisman J.D.; Fan P.T.; Wolf R.A.; Saxon A. N. Engl. J. Med., 1981, 305, 1425. 
2 Prusiner, S.B. Science, 2002, 298, 1726. 
3 Greene, W.C. Eur. J. Immunol., 2007, 37, S94. 
4 (a) Barre-Sinoussi, F.; Chermann, J.C.; Rey, F.; Nugeyre, M.T.; Chamaret, S.; Gruest, J.; Dauguet, C.; Axler-Blin, C.; 
Vezinet-Brun, F.; Rouzioux, C.; Rozenbaum, W.; Montagnier, L. Science, 1983, 220, 868; (b) Gallo, R.C.; Sarin, P.S.; 
Gelmann, E.P.; Robert-Guroff, M.; Richardson, E.; Kalyanaraman, V.S.; Mann, D.; Sidhu, G.D.; Stahl, R.E.; Zolla-Pazner, 
S.; Leibowitch, J.; Popovic, M. Science, 1983, 220, 865; c) Gallo, R.C.; Montaigner, L. Sci. Am., 1988, 259, 40. 
5 R. Kulstad Ed., AIDS: Papers from science 1982-1985 (AAAS, Whashington, DC), 1986.  
6 Clavel, F.; Guetard, D.; Brun-Vezinet, F.; Chamaret, S.; Rey, M.A.; Santos-Ferreira,O. Science, 1986, 233, 343. 
7 Gallo, R.C. Immunol. Rev,. 2002, 185, 236. 
8 Rubbert, A.; Ostrowski, M. In HIV Medicine 2003; Hoffmann,C.; Kamps, B.S. Ed., Flying Publisher, 2003, 15. 
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Figura 1.1  Tappe fondamentali nella ricerca sull'AIDS.9(a) 
 
Nonostante i progressi della ricerca in questo campo, che sono da sempre diretti verso la creazione di 
un vaccino,10 non esiste ancora a tutt’oggi una cura definitiva per questa sindrome.11 
Nel 2008, a 25 anni dalla scoperta del virus si stimava che quasi 25 milioni di individui fossero deceduti 
a causa dell’HIV (2 milioni di morti solo nel 2007). L’incidenza dell’AIDS è ormai circoscritta in 
Europa e Nord America, dove l’introduzione delle terapie antiretrovirali (ART) ha portato ad un 
notevole incremento del numero di persone che convivono con l’HIV (oltre 33 milioni di persone, 
calcolate nel 2008), 12 trasformando tale patologia in un’infezione cronica e migliorando sia la durata che 
la qualità della vita dei pazienti. Solo in Italia, nel 2012, è stato stimato che le persone affette da HIV ed 
in cura presso il Servizio Sanitario Nazionale, erano circa 94000 di cui il 90% curato con il protocollo 
ART; di questi, la maggior parte erano maschi (70.1%), italiani (84.4%), di età compresa tra i 25 e i 49 
anni (63.4%).13  
Per quanto riguarda i paesi in via di sviluppo (Asia, Africa Sub-Sahariana e Sud America), purtroppo 
invece, i contagi da HIV sono in rapido e costante aumento e l’AIDS rappresenta una delle principali 
cause di morte.14 In questi paesi l’elevato costo della terapia (circa 10000 $ all’anno) e la mancanza di 
infrastrutture per la cura dei malati fanno sì che solo una ridottissima parte della popolazione infetta 
possa avere accesso alle cure. 
                                                                                                                                                                  
9 (a) Montagnier, L. Virology, 2010, 397, 248; (b) Montagnier, L. Angew. Chem. Int. Ed., 2009, 48, 5815. (c) Barrè-Sinoussi, F. 
Virology, 2010, 397, 255. 
10 Esparza, J. Vaccine, 2013, 31, 3502. 
11 Barrè-Sinoussi, F.; Ross, A.L.; Delfrouissy J.F. Nat. Rev.Microbiolog., 2013, 11, 877. 
12 Wainberg, M.A.; Jeang, K.T. BMC Medicine, 2008, 6 (31). 
13 Camoni, L.; Raimondo, M.; Dorrucci, M.; Regine, V.; Salfa, M.C.; Suligoi, B. AIDS Res. and Hum. Retrov., 2014, 30, 1. 
14 (a) Gallo, R.C. ; Montagnier, L. Science, 2002, 298, 1730 ; (b) http://www.unaids.org 
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 Lo sviluppo di farmaci più efficaci, la riduzione dei costi della terapia, la messa a punto di sistemi 
diagnostici per la calibrazione dei dosaggi dei farmaci di più rapido utilizzo e la possibilità di ottenere al 
più presto un vaccino costituiscono al momento gli obiettivi primari della ricerca per contrastare il 
dilagare dell’infezione. 
1.1.2 HIV-1 e suo ciclo replicativo 
Il virus HIV-1 è un lentivirus altamente mutante, appartenente alla classe dei retrovirus, nei quali 
l’informazione genetica è racchiusa in singoli filamenti di RNA. Le infezioni da lentivirus sono 
caratterizzate da un decorso cronico della malattia, un lungo periodo di latenza asintomatica, una 
persistente replicazione virale ed un coinvolgimento del sistema nervoso centrale (SNC).  
Il virus HIV ha una struttura sferica del diametro di  circa 130 nm ed è costituito da una membrana a 
doppio strato lipidico e da un nucleo; ciascuna particella virale contiene 72 complessi glicoproteici 
integrati nella membrana lipidica, composti da trimeri di una glicoproteina esterna (gp120), da una 
proteina transmembrana (gp41) e una proteina della matrice (p17) ancorata nella parte interna della 
membrana. Il nucleo è un capside proteico costituito da un polipeptide (p24) contenente due filamenti 
identici di RNA, ciascuno dei quali associato alla nucleoproteina p7 e alla trascrittasi inversa (RT) p66. 
All’interno del capside proteico (Figura 1.2) sono contenuti anche i tre enzimi necessari alla 
replicazione del virus: la trascrittasi inversa (RT) p66, l’integrasi (IN) p32 e la proteasi (PR) p11.15  
Come tutti i retrovirus, l’HIV-1 possiede i tre geni fondamentali per la sua replicazione: Gag, Pol ed 
Env.16 Gag codifica per le proteine del core del virione: p24, p17, p7 e p6; da Pol derivano i tre enzimi 
fondamentali per il ciclo replicativo del virus: la trascrittasi inversa (RT), la proteasi (PR) e l’integrasi 
(IN);17 Env codifica invece per le proteine dell’involucro esterno. I geni Gag e Pol sono trascritti in un 
unico mRNA che viene tradotto in una proteina di 160 Kd (p160), successivamente idrolizzata 
esclusivamente dalla proteasi aspartica virale (HIV-PR), a dare le proteine strutturali del capside 
nucleare e gli enzimi.  
                                                 
15 (a) Volker, E.J. J.Chem. Ed., 1993, 70, 3; (b) Gelderblom, H.R.; Gentile, M.; Scheidler, A.; Ozel, M.; Pauli, G. Zur Struktur 
und Funktion bei HIV, AIFO, 1993, 5, 231. 
16 Toh, H.; Ono, M.; Saigo, K.; Miyata, T. Nature, 1985, 315, 691. 
17 Farmerie, W.G.; Leob, D.D.; Casavant, N.C.; Hutchinson, C.A.; Edgell, M.H.; Swanstorm, R. Science, 1987, 236, 305. 
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Figura 1.2  (a) Immagine al microscopio elettronico (b) Rappresentazione schematica del virus HIV-1.9(a) 
 
Le cellule ospiti per il virus dell’HIV sono i linfociti T Helper che presentano sulla loro membrana i 
recettori CD4. Le molecole di gp120 presenti sulla membrana del virus si legano alle molecole di CD4 
presenti sulla superficie dei T Helper, la membrana virale e quella cellulare si fondono e la parte centrale 
del virus viene rilasciata nell’ospite. Ai fini dell’ingresso nella cellula, un recettore CD4 da solo non è 
sufficiente, il virus si deve legare anche ad un altro recettore. Come co-recettori l’HIV utilizza 
principalmente CXCR4 (usati dai ceppi con tropismo per i linfociti T), ma anche CCR5 (tipici del 
ceppo avente tropismo per i macrofagi). 
Dopo che il virus è penetrato nella cellula, l’RNA virale (+) serve da stampo per la sintesi, ad opera 
dell’enzima RT, di un filamento di DNA (-) complementare il quale serve a sua volta da stampo per il 
DNA (+) (Figura 1.3). Il genoma a doppia elica risultante viene incorporato nel DNA dell’ospite ad 
opera dell’enzima IN replicandosi poi come il normale DNA cellulare durante le divisioni cellulari. Il 
genoma virale integrato è quindi espresso e forma RNA (+) e proteine che si assemblano in nuove 
particelle virali. Le nuove particelle virali mature sono ottenute dopo proteolisi del polipeptide 
precursore ad opera dell’enzima PR.      
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Figura 1.3 Processo di trascrizione del DNA virale. 
 
Una volta che il genoma virale si è introdotto in quello della cellula bersaglio, può rimanere inattivo dal 
punto di vista trascrizionale per un periodo di tempo che può andare da pochi mesi ad alcuni anni. 
L’impulso che dà l’avvio alla trascrizione del genoma virale si suppone sia costituito dall’insieme di 
stimoli che possono attivare la cellula infetta: antigeni, citochine o anche infezioni da parte di altri virus. 
Tutti i prodotti proteici della traduzione del materiale genetico virale vengono scissi ad opera della PR, 
senza la quale le catene polipeptidiche appena formate risulterebbero inattive. Infine i due filamenti di 
RNA e le varie proteine virali si assemblano determinando la formazione della particella virale, che in 
fase di gemmazione viene rivestita da un involucro lipoproteico e fuoriesce dalla cellula infetta per 
andare a colpire un’altra cellula bersaglio. 18    
 
Figura 1.4 Ciclo replicativo del virus HIV-1. 
 
 
                                                 
18 Mehellou, Y.; De Clercq, E. J.Med.Chem., 2010, 53, 521. 
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 Il ciclo infettivo dell’HIV può essere riassunto nei seguenti punti (Figura 1.4): 
(1) La glicoproteina gp120 si lega al recettore CD4 della cellula bersaglio; 
(2) La gp41 promuove la fusione della membrana del virus con quella della cellula bersaglio; 
(3) Il capside proteico p24 viene rimosso ad opera della PR; 
(4) La RT sintetizza il primo filamento di DNA provirale utilizzando l’RNA virale come stampo, il 
DNA provirale è duplicato dalla RT e circolarizzato; 
(5) Il DNA provirale viene trasferito nel nucleo ed inserito nel DNA della cellula ospite  ad opera 
della IN;  
(6) L’RNA Polimerasi II cellulare trascrive il DNA virale in RNA ed mRNA virali;  
(7) L’mRNA virale è tradotto dal sistema ribosomiale cellulare in proteine virali; 
(8) Le proteine virali subiscono le necessarie trasformazioni post-trasduzionali mediante proteolisi 
ad opera della PR per la formazione delle proteine mature; 
(9) Il nuovo RNA genomico e le proteine virali si assemblano in particelle virali complete; 
(10) Il virus maturo fuoriesce dalla cellula infetta per gemmazione ed è pronto ad infettare altre 
cellule. 
 
1.1.3 Come combattere il virus 
Se il virus non viene bloccato in almeno una delle fasi del suo ciclo vitale esso, fuoriuscendo dall’ospite, 
è pronto ad infettare nuove cellule. Teoricamente ogni stadio di tale ciclo può fornire gli obiettivi utili a 
fermare lo sviluppo del virus stesso (Figura 1.5). 
 
Figura 1.5 Possibili punti del ciclo vitale del virus su cui si può agire con i farmaci anti-HIV. 
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I farmaci utili a questo scopo possono essere di diversa natura: 
(1) Inibitori del contatto cellulare; 
(2) Inibitori della fusione; 
(3) Inibitori della retrotrascrizione; 
(4) Inibitori dell’integrazione del DNA provirale nel DNA dell’ospite; 
(5) Inibitori della proteolisi del polipeptide precursore nelle proteine virali attive. 
Per quanto riguarda gli inibitori del contatto, nei primi studi volti alla ricerca di inibitori specifici in 
grado di bloccare l’interazione tra HIV-1 e CD4 si provò ad utilizzare un dominio extracellulare 
solubile della proteina CD4 che conservasse l’abilità di legarsi a gp120. Si ottennero così dei buoni 
risultati di attività anti-HIV in vitro, tutti però falliti a livello degli studi clinici a causa delle scarse 
proprietà farmacocinetiche del complesso CD4-gp120.19 La ricerca si è quindi spostata verso la sintesi 
di piccole molecole in grado di occupare una specifica regione all’interno del sito di legame di gp120 su 
CD4, in modo da impedire il legame tra i due. In particolare due di queste molecole, BMS488043 e 
BMS663068 (Schema 1.1), hanno dimostrato di riuscire a ridurre significativamente la proliferazione 
dell’HIV e di avere buone caratteristiche farmacocinetiche.20  
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Schema  1.1 Inibitori del contatto cellulare. 
 
Esiste un solo inibitore della fusione (FI) attualmente disponibile sul mercato nella cura contro l’HIV, 
Enfuvirtide o Fuzeon (Schema 1.2), un polipeptide di 36 aminoacidi omologo di una delle due eptadi 
(HR2) della glicoproteina virale gp41 e coinvolto in un’interazione con l’altra eptade (HR1) che blocca 
la fusione della particella virale con la membrana cellulare esterna.21 Ma altri peptidi che funzionano in 
maniera simile sono in fase di sperimentazione (ad esempio Sifuvirtide) e si stanno anche studiando 
molecole non peptidiche che distorcano la struttura ad α-elica della gp41 funzionando secondo un 
principio analogo.   
                                                 
19 Lou, Z.; Sun Y.; Rao, Z. Trends Pharmacol. Sci., 2014, 35, 86.  
20 Kadow, J.F.; Ueda, Y.; Meanwell, N.A. et Al. J. Med. Chem., 2012, 55, 2048. 
21 De Clercq, E. Int. J. Antimicrob. Ag., 2009, 33, 307.  
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Schema 1.2 Struttura dell’Enfuvirtide, inibitore della fusione. 
  
 Un’altra classe di molecole in grado di inibire l’entrata del virus nella cellula ospite è costituita dagli 
antagonisti dei corecettori dell’HIV, che legandosi a CCR5 o a CXCR4 bloccano l’interazione tra questi 
ultimi e il virus. L’unico inibitore dei corecettori (CRI) attualmente in uso a livello clinico è il Maraviroc 
(Schema 1.3), antagonista del CCR5, anche se ci sono altre molecole che mostrano interessanti 
proprietà farmacocinetiche tali da essere promosse alla fase II/III della sperimentazione clinica 
(Aplaviroc, Vicriviroc, Cenicriviroc).19, 21 
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Schema  1.3 Struttura dell’unico inibitore dei corecettori (CRI) approvato dalla Food & Drug Administration (FDA). 
 
Un altro ottimo bersaglio per una terapia mirata è rappresentato dall’integrasi,22 enzima che permette 
l’inserimento del DNA virale nel genoma della cellula ospite, dato che al momento non esistono prove 
dell’esistenza di enzimi con funzione analoga all’interno delle cellule umane. Gli inibitori dell’integrasi 
rappresentano l’ultima frontiera dei farmaci antiretrovirali. Gli inibitori dell’integrasi attualmente in 
commercio, Raltegravir e Dolutegravir (Schema 1.4), inibiscono il trasferimento del filamento.18 
                                                 
22 Nair, V. Rev. Med. Virol., 2002, 12, 179. 
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Schema  1.4 Strutture di due inibitori dell’Integrasi. 
 
Gli inibitori ancora a tutt’oggi più utilizzati nella lotta all’HIV sono gli inibitori della Trascrittasi Inversa 
(RTIs) e gli inibitori della Proteasi (PIs). Per quel che concerne gli inibitori della Trascrittasi Inversa, 
questi possono essere suddivisi in tre classi: 
 Inibitori Nucleosidici della Trascrittasi Inversa (NRTIs); 
 Inibitori Nucleotidici  della Trascrittasi Inversa (NtRTIs); 
 Inibitori Non Nucleosidici della Trascrittasi Inversa (NNRTIs). 
I primi farmaci ad essere approvati per il trattamento clinico dell’AIDS furono gli inibitori nucleosidici 
(NRTIs) della trascrittasi inversa che vennero scoperti ed utilizzati ancora prima che fosse nota la 
struttura cristallografica completa dell’enzima, basandosi solo sulla conoscenza del suo meccanismo di 
azione e saggiando l’attività anti-HIV di composti già noti.23 La struttura di queste molecole differisce 
da quella dei nucleosidi per la mancanza di un ossidrile nelle posizioni 2’ o 3’, oppure per la sostituzione 
di questo con un diverso gruppo funzionale (un’azide nel caso dell’AZT). Il loro inserimento nel 
filamento di DNA virale in crescita impedisce la formazione di un legame 3’-5’ fosfodiestereo e quindi 
un ulteriore allungamento della catena. Per entrare nel sito attivo dell’enzima, gli NRTIs necessitano di 
una tripla fosforilazione. Attualmente sono sette gli inibitori nucleosidici formalmente approvati dalla 
Food & Drug Administration (FDA): Zidovudina (AZT), Didanosina (ddl), Zalcitabina (ddC), Stavudina 
(d4T), Lamivudina (3TC), Abacavir (ABC) ed Emtricitabina ((-)FTC) (Schema 1.5).24 
Gli Inibitori Nucleotidici (NtRTIs) vanno distinti da quelli nucleosidici anche perché per essere attivati 
ed entrare nel sito attivo della Trascrittasi Inversa hanno bisogno di due fosforilazioni e non tre. Il 
prototipo di questi composti, il Tenofovir, è apparso per la prima vota nel 1993; il suo profarmaco ad 
assunzione orale, il Tenofovir Diisoproxil Fumarato (DFT) (Schema 1.6) è diventato uno dei farmaci più 
prescritti nella cura delle infezioni da HIV.25 
 
                                                 
23 Kohlstaedt, L. A.; Wang, J.; Friedman, J. M.; Rice, P. A.; Steitz, T. A. Science, 1992, 256, 1783. 
24 De Clercq, E. Curr. Opin. Pharmacol., 2010, 10, 507. 
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Schema  1.5 Strutture degli Inibitori Nucleosidici della Trascrittasi Inversa (NRTIs). 
 
L’ultima classe di inibitori della Trascrittasi Inversa, gli Inibitori Non Nucleosidici (NNRTIs) è 
costituita da piccole molecole organiche in grado di legarsi non direttamente al sito attivo dell’enzima, 
ma ad un sito allosterico, molto vicino al sito attivo (15Ǻ), in modo da apportare cambiamenti 
conformazionali tali da impedire la normale funzionalità dell’enzima. Le molecole di questo tipo 
attualmente in commercio sono cinque: Nevirapin, Delavirdin, Efavirenz, Etravirin e Rilpivirin (Schema 
1.7).21 
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Schema  1.6 Struttura del primo Inibitore Nucleotidico della Trascrittasi Inversa (NtRTI). 
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Schema  1.7 Strutture degli Inibitori Non Nucleosidici della Trascrittasi Inversa (NNRTIs). 
 
Gli Inibitori della Proteasi (PIs) verranno trattati in dettaglio più avanti, intanto però si può dire che 
attualmente sono ben dieci i principi attivi, appartenenti a questa classe, approvati dall’FDA (Schema 
1.8). Caratteristica peculiare della maggior parte di questi composti è la presenza di un isostere 
dipeptidico di tipo idrosssietilenico, in grado di mimare lo stato di transizione dell’idrolisi di un legame 
ammidico, incorporato in una sequenza peptidica troncata, che riproduce, in prossimità del legame 
scissile, le caratteristiche del substrato originario. L’inibitore viene così riconosciuto all’interno del sito 
attivo dell’enzima con un’affinità maggiore rispetto al substrato originale, ma l’attività catalitica è 
impedita dalla presenza dell’isostere non-idrolizzabile. Recentemente, vista l’insorgenza di resistenza al 
trattamento con i comuni inibitori peptidomimetici dell’HIV-PR, sono stati introdotte strutture non 
peptidiche quali possibili alternative terapeutiche (Tipranavir), che si sono dimostrate, almeno negli studi 
clinici preliminari, più versatili.21 
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Schema  1.8 Strutture degli Inibitori della Proteasi (PIs). 
1.2 MORBO DI ALZHEIMER (AD) 
1.2.1 La malattia e i suoi sintomi 
Il Morbo di Alzheimer (AD) è una malattia neurodegenerativa progressiva caratterizzata dalla 
formazione di aggregati proteici insolubili e dalla perdita di neuroni e sinapsi, che può colpire la 
popolazione adulta a partire dai 50-60 anni. Questo causa una progressiva perdita della memoria e delle 
altre funzioni cognitive in grado di portare infine alla demenza. I processi che portano all’aggregazione 
delle proteine e alla neurodegenerazione non sono ancora del tutto chiari. In base al World Alzheimer 
Report del 2010, risultava che allora fossero presenti 35.6 milioni di persone viventi affette da 
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Alzheimer e ci si aspetta che questo valore salga a 115 milioni entro il 2050, a causa di un aumento 
dell’età media della popolazione. 26 
L’AD prende il nome dal neurologo tedesco Alois Alzheimer che nel 1907 ne riportò per primo i 
sintomi e gli aspetti neuropatologici27: la formazione di placche amiloidi e la presenza di fibrille 
intraneuronali. Dopo più di ottant’anni dalla scoperta di Alzheimer, le principali componenti proteiche 
di queste lesioni sono state identificate. Le placche amiloidi sono costituite principalmente da aggregati 
del peptide β-amiloide (Aβ)28, mentre il principale costituente dei grovigli neurofibrillari è la proteina tau 
in una forma iperfosforilata.29 Ancora oggi, Aβ e tau costituiscono i bersagli terapeutici principali per la 
cura dell’Alzehimer.  
 
Figura 1.6 Sezione del cervello di un soggetto affetto da Alzheimer (sinistra) e di quello di un soggetto sano (destra). 
 
I segni distintivi dell’Alzheimer appaiono nelle regioni periferiche della corteccia, ossia nelle aree 
dell’encefalo sede delle funzioni cognitive come memoria, percezione e linguaggio (Figura 1.6) e sono 
costituiti da un allargamento dei ventricoli e da un assottigliamento sia della corteccia cerebrale che 
dell’ippocampo. La patologia inizialmente si manifesta con alcuni sintomi premonitori tra i quali: 
perdita di memoria, difficoltà nelle attività quotidiane, problemi di linguaggio, disorientamento nel 
tempo e nello spazio, diminuzione della capacità di giudizio, difficoltà nel pensiero astratto, 
                                                 
26 Nisbet, R.M.; Polanco, J.C.; Ittner, L.M.; Götz, J. Acta Neuropathol., 2014, ASAP, DOI 10.1007/s00401-014-1371-2.  
27 Alzheimer, A. Allgemeine Zeitschrift für Psychiatrie und Psychish-Gerichtliche Medizin, 1907, 64, 146.  
28 Glenner, G.G.; Wong, C.W. Biochem. Biophis. Res. Com., 1984, 120, 885. 
29 Grundke-Iqbal, I.; Iqbal, K.; Tung, Y.C.; Quinlan, M.; Wisniewsky, H:M:; Binder, L.I. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1986, 83, 
4913. 
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cambiamenti di umore, di comportamento o di personalità e mancanza di iniziativa; in una seconda fase 
l’amnesia diviene più pronunciata e compaiono anche altri sintomi quali agnosia (difficoltà di 
riconoscere le persone), aprassia (difficoltà nel maneggiare oggetti) ed afasia (problemi del linguaggio), 
in alcuni casi subentra anche la probabilità di avere attacchi epilettici. La fase terminale in genere 
sopraggiunge dopo una ventina d’anni, ma nei casi più gravi può arrivare dopo soli tre anni; in questo 
stadio si assiste ad un annullamento delle funzioni vitali, apatia ed inerzia che portano poi alla morte per 
patologie collaterali come quelle a carico dell’apparato respiratorio.  
L’atrofia delle zone del cervello colpito da Alzheimer è causata dalla perdita dei dendriti e degli assoni, 
dalla riduzione della mielina e infine la morte dei neuroni.30 La regione dell’ippocampo di un soggetto 
sano contiene circa nove milioni di neuroni, mentre nelle fasi terminali dell’AD più dell’80% di questi 
neuroni è scomparso e il volume del cervello ridotto a meno della metà31 (Figura 1.6). 
La gravità dei sintomi è correlata allo sviluppo di alterazioni cerebrali caratteristiche; tramite le moderne 
tecniche di imaging, ad esempio MRI (Risonanza Magnetica per Immagini) e PET (Tomografia ad 
Emissione di Positroni), è stato possibile notare una diminuzione dello spessore del lobo temporale 
mediale molto più rapida rispetto a quella dovuta al normale invecchiamento, tramite PET è persino 
possibile rilevare la presenza di fibre β-amiloidi. Esiste anche uno stato di transizione intermedio 
caratterizzato da un disturbo cognitivo lieve, chiamato Mild Cognitive Impairment (MCI) (Figura 1.7). 
 
 
Figura 1.7 Immagini PET: confronto tra un soggetto sano, un paziente affetto da MCI e uno affetto da Alzheimer. 
 
Ancora oggi, oltre 100 anni dopo la scoperta di Alzheimer, la presenza di grovigli neurofibrillari e la 
formazione di depositi di amiloide sono ancora i parametri principali che definiscono la malattia; da 
queste due evidenze sperimentali nascono le due ipotesi attualmente più accreditate sulla patogenesi e lo 
sviluppo della malattia: l’ipotesi tau e l’ipotesi β-amiloide. 
 
                                                 
30 Sjöbeck, M.; Haglund, M.; Englund, E. Int. J. Geriatr. Psychiatry, 2005, 20, 919. 
31 Smith, A.D. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2002, 99, 4135. 
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1.2.2 Ipotesi Tau e Ipotesi β-amiloide 
Il principio su cui si fonda l’ipotesi tau nello sviluppo dell’Alzheimer consiste in una iperfosforilazione 
della proteina tau a causa di uno squilibrio nelle attività di chinasi e fosfatasi. La proteina tau è una 
proteina collegata ai microtubuli che aiuta a mantenere la rete di interconnessioni tra neuroni. Quando 
la proteina tau viene iperfosforilata, questo porta alla distruzione della rete di microtubuli e alla 
formazione di grovigli neurofibrillari (Figura 1.8).32 La proteina tau iperfosforilata, che in un paziente 
affetto da AD risulta essere notevolmente in eccesso rispetto ad un paziente sano33, tende ad auto-
assemblarsi formando stutture a β-foglietto organizzate in filamenti elicoidali appaiati, che danno poi 
origine ai grovigli neurofibrillari.34  
Sono tante le patologie neurodegenerative causate da una iperfosforilazione della proteina tau (sclerosi 
Laterale Ameotrofica, malattia di Pick, etc.), che per questo vengono definite taupatie,35 ma anche la 
presenza di aggregati  β-amiloidi provoca l’iperfosforilazione della proteina tau. 
 
 
Figura 1.8 I grovigli di proteina Tau presenti nel cervello dei malati di Alzheimer portano i neuroni a perdere la loro funzione, con 
conseguente aumento della perdita di memoria. 
 
                                                 
32 Kumar, P.; Jha, N.K.; Jha, S.K.; Ramani, K.; Ambasta, R.K. J. Alzheimers Dis., 2015, 43, 341. 
33 Khatoon, S.; Grundke-Iqbal, I.; Iqbal, K. J. Neurochem., 1992, 59, 750. 
34 Wischik, C.M.; Harrington, C.R.; Storey, J.M.D. Biochem. Pharmacol., 2014, 88, 529. 
35 Ballatore, C.; Lee, V.M.; Trojanowski, J.Q. Nat. Rev. Neurosci., 2007, 8, 663. 
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La più diffusa ipotesi patogenetica per il morbo di Alzheimer, l’ipotesi β-amiloide, vede appunto 
l’eccessiva produzione del peptide β-amiloide come un evento chiave nello sviluppo della malattia, che 
risulta essere la causa di un meccanismo di tossicità neuronale, a valle del quale si attivano i processi 
degenerativi che sfociano nelle alterazioni neurochimiche e infine nella demenza (Schema 1.9). A 
monte dell’eccessiva produzione di β-amiloide ci sarebbe un’alterazione del normale metabolismo della 
Proteina Precursore dell’Amiloide (APP); la formazione di Aβ viene avviata dalla proteolisi della APP 
ad opera di una proteasi, l’enzima β-Secretasi (BACE1).36 
 
Schema 1.9 Cascata di eventi che porta ai sintomi dell’AD dell’ipotesi β-Amiloide. 
 
L’inibizione e l’inversione dell’accumulo di peptide β-amiloide sono dunque scelte appropriate per un 
approccio razionale alla terapia e quindi molte linee di ricerca nel settore farmaceutico sono basate su 
questa ipotesi. 
1.2.3 Terapie attuali e future dell’AD 
Attualmente i principi attivi approvati dall’FDA nella lotta all’Alzheimer sono solo cinque, si tratta di 
quattro Inibitori della Acetilcolinesterasi (AChEIs) e di un antagonista del recettore dell’N-Metil D-
Aspartato (NMDA): Rivastigmina, Galantamina, Tacrina, Donepezil e Memantina (Schema 1.10). La Tacrina 
viene prescritta raramente a causa dei gravi effetti collaterali che provoca, soprattutto al fegato; 
Rivastigmina, Galantamina e Donepezil sono in genere più efficaci nella fase iniziale della malattia, mentre 
                                                 
36 Cole, S.L.; Vassar, R. J. Biol. Chem., 2008, 283, 29621.  
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l’unico farmaco che sembra funzionare nelle fasi avanzate è la Memantina.37 Questo tipo di farmaci, 
però, è solo in grado di rallentare la progressione  di alcuni sintomi clinici della malattia (trattamento 
sintomatologico). 
 
Schema 1.10 Strutture delle molecole approvate dall’FDA per la cura dell’Alzheimer. 
 
Oltre a cercare di curare i sintomi della malattia, oggi la ricerca farmacologica punta ad intervenire in 
uno di questi punti:38  
 Ridurre la produzione di Aβ; 
 Prevenire o ridurre l’aggregazione neurofibrillare; 
 Evitare l’iperfosforilazione della proteina tau; 
 Neutralizzare o rimuovere le specie neurotossiche già formate. 
Come già detto prima, l’inibizione e l’inversione dell’accumulo di peptide β-amiloide sono dunque 
scelte appropriate per un approccio razionale alla terapia e quindi uno dei bersagli principali è proprio la 
proteasi aspartica β-Secretasi, che opera la proteolisi della Proteina Precursore dell’Amiloide. 
In conclusione, sia per l’AIDS che per il Morbo di Alzheimer un passaggio fondamentale nella cura 
della malattia è rappresentato dall’inibizione di un enzima appartenente alla classe delle proteasi:  l’HIV 
Proteasi e la β-Secretasi rispettivamente; si tratta in entrambi i casi di proteasi aspartiche.   
                                                 
37 Kumar, A.; Singh, A.; Ekavali Pharm. Rep., 2015, 67, 195. 
38 Anand, R.; Gill, K.D.; Mahadi, A.A. Neuropharm., 2014, 76, 27. 
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1.3 PROTEASI 
Le proteasi costituiscono quella famiglia di enzimi in grado di catalizzare l’idrolisi dei legami peptidici 
nelle proteine e nei polipeptidi, una reazione che svolge un ruolo cruciale sia nei processi fisiologici che 
in quelli patologici. Basti pensare che il genoma umano codifica per ben 500 proteasi, rendendo questo 
gruppo una delle più grandi famiglie di enzimi. 39 
Le proteasi vengono comunemente suddivise in sette classi, in base al residuo che effettua o catalizza 
l’idrolisi:40 
 Proteasi Seriniche; 
 Proteasi Treoniniche; 
 Proteasi Cisteiniche; 
 Proteasi Glutammiche; 
 Proteasi Asparaginiche; 
 Metallo Proteasi; 
 Proteasi Aspartiche. 
Tutte le proteasi legano i loro substrati nella tasca dove avviene l’idrolisi del legame ammidico. Le 
catene laterali del substrato polipeptidico vengono ospitate all’interno di subsiti del sito catalitico, 
descritti utilizzando la nomenclatura di Schechter e Berger:41 i residui amminoacidici all’estremità N-
terminale del legame scissile vengono indicati con P1…Pn (cui corrispondono i subsiti S1…Sn); mentre 
quelli all’estremità C-terminale con P1’….Pn’ corrispondenti ai subsiti S1’…Sn’ (Schema 1.11).
42 
  
Schema 1.11 Nomenclatura comunemente usata per descrivere i subsiti delle proteasi e le catene  laterali dei substrati (il legame scissile è 
indicato in rosso). 
 
                                                 
39 Motwani, H.V.; De Rosa, M.; Odell, L.R.; Hallberg, A.; Larhed, M. Eur. J. Med. Chem., 2015, 90, 462.  
40 Oda, K. J. Biochem., 2012, 151, 13. 
41 Schechter, I.; Berger, A. Biochem. Biophys. Res. Commun., 1967, 27, 157. 
42 Abbenante, G.; Fairlie, D.P. J. Med. Chem., 2005, 1, 71. 
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In genere ogni proteasi ha un dipeptide bersaglio su cui effettua l’idrolisi (Tabella 1.1) e la conoscenza 
di queste sequenze specifiche  può costituire un ottimo punto di partenza per la progettazione di nuovi 
inibitori. 
 
 
1.3.1 Proteasi Aspartiche 
Le proteasi aspartiche (AP) si chiamano così perché utilizzano una coppia di residui di acido aspartico 
per effettuare l’idrolisi di legami peptidici. Queste costituiscono la classe più piccola di peptidasi nel 
genoma umano con solo 15 membri. Le AP possono essere classificate in due gruppi AA e AD in base 
alla loro struttura terziaria. Il gruppo AA può essere a sua volta suddiviso in due famiglie: la famiglia 
A1, che comprende le classiche proteasi aspartiche (renina, pepsina A, pepsina C, catepsina D, 
catepsina E, BACE1, BACE2 e napsina), e famiglia A2, che comprende proteasi come l’HIV-PR, che 
possono essere integrate nel genoma umano dai retrovirus. Il gruppo AD è costituito dalla presenilina e 
da altre peptidasi in grado di idrolizzare legami peptidici all’interno delle membrane.39 
Gli enzimi appartenenti alla famiglia A1 hanno una struttura terziaria monometrica bilobata, con il sito 
attivo inserito al centro tra i due lobi, su ognuno dei due lobi c’è un residuo di Asp (Figura 1.9(a)). Le 
peptidasi della famiglia A2 sono, al contrario, omodimeri monolobati  in cui su ogni lobo c’è un residuo 
di Asp, queste proteasi sono attive solo nella forma dimerica ed il sito attivo si trova proprio tra le due 
parti proteiche (Figura 1.9(b)). 
 
PROTEASI TIPO DIPEPTIDE 
HIV  
Aspartica  
Virale 
Phe-Pro 
BACE1 
Aspartica 
Umana 
Leu-Ala 
HCV 
Serinica 
Virale 
Thr/Cys-Ala/Ser 
WNV 
Serinica 
Virale 
Arg-Gly 
SARS 
Serinica 
Virale 
Gln-Gly/Ala/Ser 
RENINA 
Aspartica 
Umana 
Leu-Val 
Tabella 1.1 Sequenze bersaglio per alcune proteasi (HCV= Virus dell’Epatite C; WNV= Virus del Nilo Occidentale; SARS= Virus 
dell’Influeza aviaria. 
CAPITOLO 1-INTRODUZIONE 
 
 
35 
 
 
Figura 1.9 (a) Struttura terziaria della BACE1 (famiglia A1);  (b) Struttura terziaria dell’HIV Proteasi (famiglia A2). 
 
In realtà il nucleofilo che attacca il legame idrolizzabile non è direttamente un acido aspartico,  ma bensì 
una molecola d’acqua attivata proprio dai due residui  di Asp (Schema 1.12). Si tratta di un classico 
meccanismo acido-base, in cui uno dei due residui di Asp deve essere protonato, e l’altro deve essere 
carico negativamente.   
N
H
NH
R
O
O
H
H
R'
O
O
AspO
O
Asp
H
N
H
NH
R
O
O
H
H
R'
O
O
AspO
O
Asp
H
N
H
NH
R
R'
O
O
AspO
O
Asp
O O
HHH
N
H
NH
R
R'
O
O
Asp
O
O
Asp
O O
H
H
H
H
O O
O O
Asp Asp
N
H
R
O
O
H
NH
R'
H
H
O O
O O
Asp Asp
N
H
R
O
O
NH
R'
H
H
  
Schema 1.12 Meccanismo di idrolisi delle proteasi aspartiche. 
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1.3.2 HIV-Proteasi 
L’HIV-Proteasi (HIV-PR) appartiene alla classe delle aspartil proteasi, come si può notare dalla 
presenza nel sito attivo della triade catalitica Asp-Thr-Gly. 
Un apporto fondamentale alla conoscenza della struttura dell’HIV-PR fu dato nei laboratori Merck da 
Navia e collaboratori, che furono in grado di ottenere la sua struttura cristallizzata.43 Tali studi 
rivelarono la natura omodimerica dell’enzima costituito da due monomeri, ciascuno di 99 residui 
aminoacidici, ma caratterizzato dalla presenza di un solo sito attivo a simmetria C2 nella forma libera 
con la coppia di aspartati critici (Asp25 e Asp25’) all’interfaccia tra le due subunità. La stabilità del dimero 
dipende in massima parte da una rete di legami idrogeno intermolecolari tra le strutture β dei segmenti 
N- e C-terminali dei due monomeri.39,44  
Il segmento Ile47-Gly-Gly-Ile-Gly-Gly52 ed il corrispondente 47’-52’ formano i cosiddetti flap, strutture 
flessibili  a β-forcina che coprono il sito attivo e svolgono un ruolo importante nel riconoscimento e nel 
legame di substrati e inibitori.45 La HIV proteasi, in presenza di un ligando nel sito attivo, subisce un 
cambiamento conformazionale: i due monomeri ruotano intorno all’asse del dimero di circa due gradi, 
determinando un leggero restringimento della cavità ed un avvicinamento dei flap di circa 7Ǻ. 
Nell’apoenzima i flap hanno una conformazione aperta, ma in presenza di un ligando si chiudono sopra 
di esso determinando le interazioni responsabili della selettività nella catalisi (Figura 1.10). 
 
 
Figura 1.10  HIV-PR libera (con le flap semi-aperte) e occupata dal substrato (con le flap chiuse). 
 
Il sito attivo è costituito dai residui 8, 23, 25, 27-30, 32, 47-50, 53, 80-82 e 84 di ciascun monomero; le 
triadi catalitiche Asp25-Thr26-Gly27 e Asp25’-Thr26’-Gly27’ sono situate sul fondo della cavità, all’interno di 
un loop stabilizzato da una rete di legami idrogeno. I loop di ciascun monomero, inoltre, sono 
                                                 
43 Navia, M.A.; Fitzgerald, P.M.D.; McKeever, B.M.; Leu, C.T.; Heimbach, J.C.; Herber, W.K.; Sigal, I.S.; Darke, P.L.; 
Springer, J.P. Nature, 1989, 337, 615. 
44 Weber, I.T. J. Biol. Chem., 1990, 256, 10492. 
45
 Gustchina, A.; Weber, I. T. FEBS Lett., 1990, 269, 269. 
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interconnessi da quattro legami idrogeno nella cosiddetta configurazione fireman’s grip (Figura 1.11).46 
Alcuni dei residui del sito attivo devono essere preservati dalle mutazioni per permettere l’attività 
enzimatica (come nel caso della sequenza catalitica Asp-Thr-Gly); Altri residui in questa stessa regione 
possono invece variare senza che essa venga compromessa, ma con conseguente alterazione del profilo 
d’inibizione.47 
I residui catalitici Asp25 e Asp25’ hanno un’orientazione quasi coplanare e la vicinanza (2.8-3 Ǻ) tra i due 
atomi di ossigeno di ciascun carbossile indica la presenza di un idrogeno acido condiviso tra i due 
residui di aspartato. I gruppi carbossilici sono inoltre connessi mediante una molecola d’acqua disposta 
a ponte tra i due, alla distanza di un legame idrogeno.48 
 
 
Figura 1.11 Struttura cristallografica del sito attivo del complesso tra l’HIV-PR e l’inibitore JG-365 (ball&stick). In verde è evidenziata la 
rete di legami idrogeno che stabilizza il complesso nella configurazione detta fireman’s grip (PDB file: 7HVP). 
 
La maggior parte delle strutture cristallografiche di complessi dell’HIV-proteasi con inibitori rivela la 
presenza di una seconda molecola d’acqua (detta anche acqua delle flap), non riscontrabile nelle proteasi 
aspartiche eucariote, coordinata tetraedricamente tra i gruppi carbonilici in P1 e P1
’ ed i gruppi ammidici 
dei residui Ile50 e Ile50’ delle flap (Schema 1.13) e completamente inaccessibile al solvente, in grado di 
                                                 
46
 Pearl, L.; Blundell, T. L. FEBS Lett., 1984, 174, 96; Ishima, R.; Freedberg, D.I.; Wang, Y.X.; Louis, J.M.; Torchia, D.A. 
Structure, 1999, 7, 1047. 
47 Tomasselli, A.G.; Heinrikson, R.L. Biochim. Biophys. Acta, 2000, 1477, 189. 
48 Wlodawer, A.; Gustchina, A. Biochim. Biophys. Acta, 2000, 1477, 16. 
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distorcere il ligando dalla conformazione planare attivando il legame scissile all’idrolisi. La parziale 
perdita di risonanza ammidica dovuta alla distorsione dalla planarità rende il carbonile più elettrofilo nei 
confronti dell’altra molecola d’acqua.49  
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Schema 1.13  Rappresentazione schematica dei legami idrogeno tra il substrato ed il sito attivo. 
 
1.3.3 β-Secretasi 
La β-Secretasi è una proteasi aspartica coinvolta nel processo di formazione delle placche amiloidi che 
porta alle neurodegenerazioni tipiche del Morbo di Alzheimer. Questa proteasi fu identificata per la 
prima volta nel 1999, contemporaneamente ed indipendentemente da diversi gruppi di ricerca. Proprio 
per questo motivo, tale enzima possiede diversi nomi: oltre che β-Secretasi la proteina è denominata 
anche BACE1 (β-site of APP Cleaving Enzime), Memapsina-2 o Asp-2. Fino ad ora sono state identificate 
due diverse isoforme dell’enzima: BACE1 (isoforma principale presente nel cervello) e BACE2 
(coinvolta solo marginalmente nell’AD).50   
La BACE1 è implicata, insieme con altre proteasi (la α-Secretasi e la γ-Secretasi), nell’idrolisi della 
Proteina Precursore dell’Amiloide (APP) che è una proteina ancorata alla membrana. La APP può 
subire due percorsi diversi di taglio: durante il percorso  non amiloidogenico la proteina subisce due 
tagli, il primo ad opera della α-Secretasi che libera un frammento C-terminale (CTF-α) di 83 aminoacidi 
e il secondo ad opera della γ-Secretasi sul CTF-α, che porta alla formazione di piccoli peptidi p3 che 
non svolgono nessun ruolo patologico perché vengono rapidamente degradati; nel percorso 
amiloidogenico, invece, il primo taglio viene effettuato dalla β-Secretasi per formare un frammento C-
terminale (CTF-β) di 99 aminoacidi, che subisce anch’esso un taglio da parte della γ-Secretasi, ma 
questa volta a formare i peptidi Aβ che tendono a dare aggregazione fibrillare, processo tossico per le 
cellule nervose (Figura 1.12).50 
                                                 
49 Tomasselli, A. G.; Thaisrivongs, S.; Heinrikson, R. Adv. Drug Des., 1996, 2, 173. 
50 Hunt, C.E.; Turner, A.J. FEBS J., 2009, 276, 1845.  
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Figura 1.12 Percorsi proteolitici della Proteina Precursore dell’Amiloide (APP). 
 
La BACE1 è una proteina di membrana di classe I, di 501 aminoacidi, costituita da un dominio 
proteolitico NH2-terminale, un filamento di connessione, una regione transmembrana ed un dominio 
citosolico (Figura 1.13 (A)). Il dominio proteolitico presenta la tipica struttura bilobata delle proteasi 
aspartiche monometriche, il substrato si lega nella tasca di legame situata tra i lobi NH2- e COOH-
terminale,  i due aspartati del sito attivo (Asp32 e Asp228) e la rete di legami idrogeno che li circondano 
(fireman’s grip) si trovano al centro della tasca e sono conservati. In presenza di substrato, i ripiegamenti 
a forcina noti come flap coprono parzialmente la tasca, ma gli acidi carbossilici del sito attivo non sono 
perfettamente coplanari (Figura 1.13 (B)).51 
                                                 
51 (a) Hong, L.; Koelsch, G.; Lin, X.; Gosh, A.K.; Zhang, X.C.; Tang, J. Science, 2000, 290, 150; (b) Sathya, M.; Premkumar, 
P.; Karthick, C.;  Moorthi, P.; Jayachandran, K.S.; Anusuyadevi, M. Clin.Chim.Acta, 2012, 414, 171. 
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Figura  1.13 (A) Struttura della BACE1 completa; (B) Struttura del dominio proteolitico della BACE1. 
1.4 STRATEGIE D’INIBIZIONE 
Quando si progetta un nuovo inibitore delle proteasi esistono una serie di fattori che bisogna prendere 
in considerazione, soprattutto se si desidera utilizzarlo come farmaco ad assunzione orale. L’inibitore 
ideale dovrebbe essere potente ed altamente selettivo per la proteasi specifica su cui deve agire, con 
caratteristiche farmacocinetiche e farmacodinamiche adeguate. Quindi, per essere considerato un buon 
candidato, l’inibitore deve presentare bassa tossicità, elevati tempi di vita plasmatici e cellulari, buona 
permeabilità di membrana e soprattutto una alta biodisponibilità orale.39 
Non è sempre facile, in fase di progettazione, decidere se una molecola possiede o meno tutte queste 
proprietà, per questo può venire in aiuto la regola del cinque di Lipinski, una regola empirica che può 
essere usata per predire se un composto può essere biodisponibile per via orale oppure no.52 
 La regola di Lipinski si basa sui seguenti fondamenti: 
• le molecole non devono avere una massa molecolare maggiore di 500 Da (PM <500). Infatti 
se le molecole fossero troppo voluminose e pesanti sarebbero difficilmente assimilabili ed 
incontrerebbero troppa difficoltà nel processo di diffusione; 
• non ci devono essere più di 5 donatori di legame idrogeno: troppi ponti idrogeno rendono la 
molecola eccessivamente polare, impedendone la diffusione nelle parti lipofile; 
                                                 
52 (a) Lipinski, C.A.; Lombardo, F.; Dominy, B.; Feeney, P.J. Adv. Drug Deliv. Rev., 1997, 46, 3; (b) Veber, D.F.; 
Johnson, S.R.; Cheng, H.Y.; Smith, B.R.; Ward, K.W.; Kopple, K.D. J. Med. Chem., 2002, 45, 2615. 
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• non ci devono essere più di 10 accettori di legame idrogeno (di solito atomi di ossigeno, 
azoto); 
• la molecola deve avere un log P (il logaritmo del coefficiente di ripartizione) che deve essere 
minore di 5 (log P < 5). 
 
La scoperta di nuovi farmaci è generalmente un processo lungo e difficoltoso che coinvolge diverse 
discipline. Un approccio frequentemente utilizzato, detto high throughput screening, consiste nel saggiare un 
gran numero di sostanze (sintetiche o naturali), per verificare se alcune di queste abbiano un effetto 
sulla patologia in esame. La ricerca di molecole bioattive (lead compounds) risulta notevolmente 
semplificata qualora siano noti i processi biologici alla base della patologia; la conoscenza della struttura 
molecolare del bersaglio restringe notevolmente, quindi, il campo di indagine. Gli enzimi, inoltre, 
possono essere facilmente clonati, purificati ed impiegati in test su larga scala, consentendo di limitare i 
saggi su cellule infette solo alle molecole più efficaci. Un aiuto fondamentale è dato dalla chimica 
computazionale unita alle informazioni sulla struttura del complesso substrato (o inibitore)/enzima, 
ottenute attraverso l’utilizzo di metodologie quali la spettroscopia NMR o la cristallografia a raggi X. 
Inizialmente la ricerca di nuovi inibitori delle proteasi era rivolto verso molecole in grado di mimare il 
naturale substrato peptidico della proteasi, rimpiazzando il legame ammidico scissile con un isostere 
non idrolizzabile (inibitori peptidomimetici), ma la ricerca  attualmente è sempre più indirizzata verso la 
sintesi di piccole molecole in grado di interagire con il sito attivo dell’enzima bloccandone  la normale 
funzionalità, ma che essendo piccole e con poco carattere peptidico, siano in grado di limitare i 
problemi di solubilità, lipofilicità e biodisponbilità (inibitori non-peptidici). 
 
1.5 INIBITORI PEPTIDOMIMETICI 
La maggior parte degli inibitori finora messi a punto si lega all’enzima mediante delle interazioni di tipo 
non-covalente (legami idrogeno, interazioni ioniche o di Van der Waals), si tratta quindi di inibitori di 
tipo reversibile. I risultati migliori, in termini di inibizione, si ottengono quando l’enzima ha un’affinità 
maggiore per l’inibitore rispetto al substrato naturale. In accordo con  il principio di Pauling, per il quale 
in una reazione enzimatica lo stato di transizione è legato al sito attivo con maggiore affinità rispetto a 
substrato e prodotti,53 l’incorporazione di un analogo dello stato di transizione all’interno di una 
struttura pseudopeptidica si è rivelata uno degli approcci migliori per la progettazione di inibitori 
efficienti. Si definisce isostere dello stato di transizione una struttura stabile, in grado di mimare le 
                                                 
53 Pauling, L. Chem. Eng. News., 1946, 24, 1375. 
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caratteristiche stereo-elettroniche dello stato di transizione dell’idrolisi di un legame ammidico, ma che 
non può essere idrolizzata dalla proteasi (Schema 1.14).  
 
Schema 1.14 Strutture dei principali isosteri di peptidici. 
 
I primi inibitori messi a punto avevano uno spiccato carattere peptidico mostrando notevole specificità 
per la proteasi ed elevata efficienza nei test su colture cellulari. L’uso dei peptidi come farmaci, però, è 
normalmente compromesso dalle loro proprietà intrinseche: elevata instabilità metabolica nei confronti 
degli enzimi proteolitici, bassa biodisponibilità e ridotti profili farmacologici. Per ridurre queste 
limitazioni le strutture peptidiche vengono modificate introducendo gruppi che ne conservano le 
proprietà biologiche, ma aumentano la stabilità migliorandone anche le proprietà farmacocinetiche; 
strutture così modificate prendono il nome di peptidomimetici.  
I primi studi sugli inibitori delle proteasi furono fatti su inibitori della renina e dell’HIV-1 proteasi a 
partire da un inibitore naturale, la Pepstatina A, contenente l’aminoacido statina che funziona come 
mimico dello stato di transizione (Schema 1.15). La Pepstatina A presenta costanti di inibizione (Ki) 
con valori compresi tra 0.1 e 1 nM per molte proteasi aspartiche, quindi a partire da questi dati, la 
manipolazione sintetica della pepstatina portò alla scoperta di nuovi, potenti inibitori delle proteasi.39   
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Schema 1.15 Struttura della Pepstatina A (in rosso è rappresentato l’isostere statina). 
 
Un esempio di inibitore derivato dalla statina è costituito da uno degli inibitori di tipo pseudo-peptidico 
della β-Secretasi proposti da Gosh e collaboratori, l’inibitore OM99-2 (Schema 1.16).54 
 
Schema 1.16 Struttura dell’inibitore pseudo-peptidico della β-Secretasi (in rosso è indicato l’isostere dipeptidico). 
 
Uno degli isosteri dipeptidici più utilizzati nella sintesi di inibitori delle proteasi è costituito dall’isostere 
diamminoalcol (Schema 1.14). Questo isostere monoidrossietilenico è ad esempio utilizzato nella 
maggior parte degli inibitori dell’HIV proteasi attualmente approvati dall’FDA (Schema 1.8). 
L’introduzione di un ossidrile in corrispondenza del legame scissile, all’interno di una struttura che 
riproduce il substrato originario, si è rivelata finora l’approccio più efficiente nello sviluppo di inibitori 
delle proteasi. Il gruppo ossidrilico, infatti, rimpiazza la molecola d’acqua posizionata tra gli aspartati 
catalitici, creando con questi delle interazioni simili a quelle dello stato di transizione. Per ottenere 
un’inibizione specifica, comunque, vanno prese in considerazione le caratteristiche strutturali dell’intera 
proteina. 
Un altro isostere idrossietilenico molto utilizzato nella sintesi di inibitori delle proteasi è l’isostere 
diamminodiolo (Schema 1.14), che è simile all’isostere diamminoalcol ma con una pseudo-simmetria C2 
che ricorda la simmetria C2 del sito attivo delle proteasi (soprattutto nel caso di proteasi dimeriche 
come l’HIV-1 Proteasi). 
 
 
                                                 
54 Gosh, A. et al. J. Am. Chem. Soc., 2000, 122, 3522.  
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1.5.1 Inibitori diidrossietilenici dell’HIV-Proteasi 
L’HIV-PR effettua selettivamente l’idrolisi tra un residuo aromatico (Tyr o Phe) e uno di Pro per ben 
tre dei nove siti di scissione proteolitica delle poliproteine Gag e Gag/Pol (Schema 1.17).55 La capacità di 
idrolizzare legami ammidici contenenti prolina (che fa sì che l’HIV-PR entri a far parte della classe delle 
Prolilpeptidasi) è una peculiarità delle proteasi virali; le proteasi eucariotiche non posseggono questa 
abilità e questo rende gli isosteri Phe-Pro degli ottimi candidati per l’inibizione selettiva della proteasi 
virale. 
 
Schema 1.17 Siti di idrolisi delle poliproteine Gag e Gag/Pol. 
 
Un possibile approccio alla progettazione di inibitori dell’HIV proteasi è basato sulla simmetria C2 
dell’enzima nella sua forma attiva.56 Un ipotetico asse di simmetria, che riproduce l’asse C2 della 
proteasi, viene tracciato attraverso il legame C-N del legame ammidico (Schema 1.18). Cancellando la 
porzione P’ del peptide ed eseguendo un’operazione di simmetria C2 sulla porzione P si ottiene un α-
dichetone; rimpiazzando i due gruppi carbonilici con due gruppi -OH, più favorevoli per la possibilità 
di comportarsi sia da accettori che da donatori di legami idrogeno, si ottengono i tre possibili 
diamminodioli diastereoisomeri; se i residui R ed R’ sono diversi si ottengono analoghi asimmetrici. 
Legando entrambe le estremità amminiche di un diamminodiolo ad una catena peptidica si ottengono 
inibitori peptidomimetici in cui la normale alternanza di legami ammidici risulta invertita. Uno dei 
vantaggi legati all’utilizzo di diamminodioli come nuclei centrali consiste nella possibilità di 
funzionalizzare le due estremità amminiche terminali con catene peptidiche uguali o diverse e, quindi, di 
produrre anche inibitori non simmetrici di struttura generale Pn--P2-P1-P1’-P2’--Pn’. 
                                                 
55 Pearl, L.; Taylor, W. Nature, 1987, 328, 482. 
56 (a) Erickson, J.; Neidhart, D. J.; VanDrie, J.; Kempf, D. J.; Wang, X. C.; Norbeck, D. W.; Plattner, J. J.; Rittenhouse, J. W.; 
Turon, M.; Wideburg, N.; Kohlbrenner, W. E.; Simmer, R.; Helfrich, R.; Paul, D. A.; Knigge, M. Science, 1990, 249, 527; (b) 
Kempf, D. J.; Norbeck, D. W.; Codacovi, L.; Wang, X. C.; Kohlbrenner, W. E.; Wideburg, N. E.; Paul, D. A.; Knigge, M. F.; 
Vasavanonda, S.; Craig-Kennard, A.; Saldivar, A.; Rosenbrook, W., Jr.; Clement, J. J.; Plattner, J. J.; Erickson, J. J. Med. 
Chem., 1990, 33, 2687. 
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Schema 1.18 Rappresentazione schematica dell’operazione di simmetria C2 da cui si ottengono le strutture degli isosteri diidrossietilenici; 
in evidenza le strutture dei tre possibili diamminodioli diastereoisomeri. 
 
In letteratura sono riportati numerosi esempi di sintesi di 1,4-diammino-2,3-dioli a simmetria C2, che 
possono essere classificati in due grandi gruppi sulla base dell’approccio seguito: 
 condensazione pinacolica di α-amminoaldeidi;57 
 modificazione di molecole chirali di origine naturale: 
  zuccheri; 58 
 Acido tartarico;59 
 Amminoacidi.60 
Fino alla prima metà degli anni Novanta, la maggior parte delle sintesi di diamminodioli apparse in 
letteratura riguardava i diastereoisomeri (S,R,R,S), ottenuti principalmente mediante reazioni di 
condensazione pinacolica o modificazione di zuccheri (Schema 1.18). Nonostante i dati di attività 
biologica indicassero un’elevata efficacia anche per gli inibitori basati su diamminodioli (S,S,S,S)  ed 
(S,S,R,S),61 era possibile ottenere questi nuclei centrali solamente come sottoprodotti delle reazioni di 
condensazione pinacolica oppure mediante inversione di configurazione del prodotto principale 
(S,R,R,S). La possibilità di disporre di un approccio stereoselettivo per la sintesi dei differenti 
diastereoisomeri avrebbe, quindi, permesso di studiare nel dettaglio l’influenza della stereochimica non 
solo sull’attività degli inibitori, ma anche sulle proprietà farmacocinetiche, la biodisponibilità e la 
solubilità. Tra la fine degli anni ‘90 ed i primi anni del 2000 è stata messa a punto una metodologia 
                                                 
57(a) McMurry, J. E. Chem. Rev., 1989, 89, 1513; (b) Kempf, D. J.; Norbeck, D. W.; Codavoci, L.; Wang, X. C.; Kohlbrenner, 
W. E.; Wideburg, N. E.; Paul, D. A.; Knigge, M. F.; Vasavanonda, S.; Craig-Kennard, A.; Saldivar, A.; Rosenbrook, W.; 
Clement, J. J.; Plattner, J. J.; Erickson, J. J. Med. Chem., 1990, 33, 2687. 
58 Wachtmeister, J.; Mühlman, A.; Classon, B.; Kvarnstrom, I.; Hallberg, A.; Samuelsson, B. Tetrahedron, 2000, 56, 3219. 
59 (a) Dondoni, A.; Franco, S.; Junquera, S.; Merchan, F. L.; Merino, P.; Tejero, T.; Bertolasi, V. Chem. Eur. J., 1995, 1, 505; 
(b) Dondoni, A.; Perrone, D.; Rinaldi, M. J. Org. Chem., 1998, 63, 9252. 
60 (a) Gurjar, M. K.; Pal, S.; Rama Rao, A. V. Tetrahedron, 1997, 53, 4769; (b) Weber, B.; Kolczewski, S.; Frölich, R.; Hoppe, 
D. Synthesis, 1999, 1593. 
61 Kempf, D. J.; Codavoci, L.; Wang, X. C.; Kohlbrenner, W. E.; Wideburg, N. E.; Saldivar, A.; Vasavanonda, S.; Marsh, K.; 
Bryant, P.; Sham, H. L.; Green, B. G.; Betebenner, D.; Erickson, J.; Norbeck, D. W. J. Med. Chem,. 1993, 36, 320. 
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generale (Schema 1.19) per la sintesi stereoselettiva di diamminodioli di tipo (S,S,S,S) 1,62 
diamminoalcoli epimeri al C2 2a-2b
63 e diidrossi-δ-amminoacidi 364 basata sull’apertura regio- e 
stereoselettiva con differenti nucleofili del medesimo epossialcol 4 derivante da un amminoacido 
naturale. 
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Schema 1.19 metodologia generale per l’ottenimento di diamminodioli, diamminoalcoli e diidrossi-δ-amminoacidi a partire da 
un comune intermedio epossialcolico 
 
Questa nuova sintesi espande considerevolmente lo scopo dell'approccio sintetico agli inibitori della 
HIV-PR in termini di controllo stereochimico e versatilità, poiché i due gruppi amminici terminali di 
diamminodioli e diamminoalcoli (1 e 2) possono essere differenziati tramite gruppi proteggenti tra loro 
ortogonali, estendendo, allo stesso tempo, la sintesi a residui R ed R' non necessariamente identici.  
Questa metodologia è stata successivamente estesa alla sintesi di un nuovo tipo di isosteri di dipeptidi 
contenenti l’anello della prolina 5. Il nuovo approccio (Schema 1.20) è basato sull’apertura 
intramolecolare, anziché intermolecolare come nello Schema 1.19 , dell’anello epossidico da parte di un 
ammino gruppo opportunamente posizionato all’estremità della catena dell’intermedio 6, generando 
così l’anello pentatomico desiderato.65 
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Schema 1.20 Formazione di un anello pirrolidinico mediante ciclizzazione intramolecolare di un gruppo amminico terminale su un 
epossialcol.  
 
                                                 
62 Benedetti, F.; Miertus, S.; Norbedo, S.; Tossi, A.; Zlatoidsky, P. J. Org. Chem., 1997, 62, 9348. 
63 (a) Benedetti, F.; Norbedo, S. Tetrahedron Lett., 2000, 41, 10071; (b) Benedetti, F.; Berti, F.; Norbedo, S. J. Org. Chem., 2002, 
67, 8635. 
64 Benedetti, F.; Magnan, M.; Miertus, S.; Norbedo, S.; Parat, D.; Tossi, A. Bioorg. Med. Chem. Lett., 1999, 9, 3027. 
65 Benedetti F.; Berti F.; Dinon F.; Nardin G.; Norbedo S. Org. Lett., 2004, 6, 1017.  
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Il diamminodiolo 5 si ottiene con una resa complessiva del 20% a partire dal fosfonato 10 (Schema 
1.21), lo stesso approccio è stato seguito anche per l’ottenimento degli isosteri Val-Pro con resa simile.66  
La stereochimica del diamminodiolo 5 (S,S,S,S) è stata confermata dalla cristallografia a raggi X.65  
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Schema 1.21 Sintesi dell’isostere Phe-Pro 5. 
 
Recentemente questo approccio è stato ottimizzato partendo dal 2-Pirrolidinone (Schema 1.22). In 
questo modo si riesce ad ottenere l’isostere Phe-Pro con una resa complessiva del 30% a partire dallo 
stesso fosfonato 10, rispetto al 20% della sintesi precedente, e con una notevole riduzione sia in termini 
di costi che in termini di passaggi sintetici.67  
 
                                                 
66 Benedetti, F.; Berti, F.; Campaner, P.; Dinon, F.; Tossi, A., 2005,  PCT/EP2005/052770. 
67 Benedetti, F.; Berti, F.; Budal, S.; Campaner, P.; Dinon, F.; Tossi, A.; Argirova, R.; Genova, P.; Atanassov, V.; Hinkov, A. 
J. Med.Chem., 2012, 55, 3900. 
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Schema 1.22 Sintesi ottimizzata dell’isostere Phe-Pro 5. 
 
Utilizzando questo nuovo metodo di sintesi sono stati ottenuti una serie di inibitori, semplicemente 
variando il tipo di catene laterali; tali inibitori, testati sia in vitro sulla proteina che in vivo su cellule infette, 
mostrano eccellente attività inibitoria, nell’ordine del nanomolare.67 Il nuovo ed efficiente protocollo 
messo a punto è stato anche utilizzato per introdurre una ampia serie di variazioni  sulla struttura di 
base dell’isostere (Figura 1.14) modificando la stereochimica di tre dei quattro centri stereogenici 
presenti sulla molecola (mantenendo costante solo la stereochimica dell’aminoacido di partenza), 
oppure agendo sulle dimensioni dell’anello pirrolidinico. 
 
Figura 1.14 Variazioni strutturali introducibili sulla struttura di base 5. 
 
 
1.5.2 Inibitori monoidrossietilenici dell’HIV-Proteasi 
Nel caso dell’HIV-PR sono stati messi a punto diversi inibitori basati su isosteri Tyr-Pro oppure Phe-
Pro; nella maggior parte dei casi queste molecole contengono gruppi in grado di mimare le 
caratteristiche stereoelettroniche dell’anello a cinque termini e, allo stesso tempo, di massimizzare le 
interazioni con i subsiti idrofobici dell’enzima. Un esempio è rappresentato da Saquinavir e Nelfinavir, 
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(Schema 1.23) inibitori della proteasi attualmente utilizzati come farmaci per la cura dell’AIDS, nei 
quali la prolina non è presente come tale, ma sostituita da un raggruppamento di tipo decaidro-
isochinolinico, in grado di occupare quasi completamente il subsito S1’ (cosa che invece l’anello prolina 
non riesce a fare perché troppo piccolo). 
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Schema 1.23 Strutture di due PI dell’HIV-1: Saquinavir e Nelfinavir. 
 
A livello industriale, la sintesi del core di questi inibitori (Saquinavir e Nelfinavir) passa attraverso un 
erythro amminoepossido N-protetto ottenuto a partire dalla L-Fenilalnina (Schema 1.24).68 
 
Schema 1.24 Amminoepossidi intermedi della sintesi industriale di Saquinavir e Nelfinavir. 
 
Recentemente sono stati sintetizzati due analoghi rispettivamente del Saquinavir e del Nelfinavir, 
contenenti anelli eterociclici derivati del tiofene al posto del gruppo benzilico o tiobenzilico che mima il 
residuo di fenilalanina (Schema 1.25); tali derivati mostrano un’attività paragonabile ai loro analoghi 
commerciali.69 
                                                 
68 (a) Izawa, K.; Onishi, T. Chem. Rev., 2006, 106, 2811; (b) Gosh, A.K.; Bilcer, G.; Schiltz, G. Synthesis, 2001, 15, 2203. 
69 Bonini, C.; Chiummiento, L.; De Bonis, M.; Di Blasio, N.; Funicello, M.; Lupattelli, P.; Pandolfo, R.; Tramutola, F.; Berti, 
F. J. Med. Chem., 2010, 53, 1451. 
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Schema 1.25 Strutture degli analoghi benzotienilico e tienilico di Saquinavir e Nelfinavir rispettivamente. 
 
Il fatto che la prolina contenga un gruppo amminico secondario limita in qualche modo l’approccio alla 
progettazione e alla sintesi di suoi analoghi; infatti, in letteratura non sono descritti corrispettivi degli 
isosteri idrossietilenici visti in precedenza, contenenti la pirrolidina. Tutti gli isosteri del tipo Xaa-Pro 
riportati vengono sintetizzati a partire dalla prolina stessa, alchilando l’azoto secondario che viene 
quindi incorporato nella struttura dell’isostere. In questo modo si ottengono isosteri con un’estremità 
amminica ed una carbossilica, come un normale dipeptide, a differenza di quanto accade con isosteri 
diamminodiolici i quali, avendo due estremità amminiche,  introducono un’inversione nella sequenza 
peptidica.  
L’addizione intramolecolare di ammine a chetoni α,β-insaturi derivanti da amminoacidi (Schema 1.26) 
rappresenta un attraente approccio alla sintesi di isosteri monoidrossietilenici Phe-Pro in quanto 
consente di utilizzare come intermedi gli stessi enoni già impiegati nella sintesi degli isosteri 
diidrossietilenici. 
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Schema 1.26 Sintesi di isosteri diamminodiolici e diamminoalcolici a partire da un intermedio comune. 
 
La reazione avviene molto facilmente, anche quando non è desiderata, ma in realtà, molto spesso  
quello che si ottiene non è altro che miscele dei possibili diastereoisomeri in rapporto pari circa a 1:1. 
Risulta molto complicato separare le coppie di diastereoisomeri così ottenuti e nell’unico caso in cui la 
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miscela di chetoni è stata convertita nella corrispondente miscela di alcoli (S,R,S) e (S,S,S) (Schema 
1.27), anche la separazione, per cromatografia su colonna, di questi ultimi si è rivelata molto difficile. 
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Schema 1.27 Condizioni per la riduzione della miscela di chetoni. 
 
Questi risultati preliminari hanno motivato la messa a punto di un approccio alternativo (Schema 1.28) 
che sfrutta l’addizione 1,4 di azide controllata da uno stereocentro remoto.70 
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Schema 1.28  i) EtOH, H2SO4, Δ; ii) PCC, CH2Cl2, rt; iii) 10, K2CO3, EtOH; iv) TMSiN3, AcOH, CH2Cl2, base, -18 oC; v) LTBAH, 
EtOH, - 78 oC; vi) H2, Pd/C 10%, MeOH, rt; vii) BH3.Me2S, THF, 0 oC. 
 
Negli ultimi quindici anni71 l’utilizzo della cosiddetta click chemistry, cioè la reazione tra un’azide ed un 
generico alchino con formazione di un triazolo funzionalizzato, ha acquisito un ruolo importante nella 
sintesi di molecole biologicamente attive.72 Questo tipo di approccio è stato utilizzato anche per la 
sintesi di analoghi di inibitori della HIV-PR quali l’Amprenavir e l’Indinavir (Schema 1.29), portando a 
                                                 
70 Adamo, I.; Benedetti, F.; Berti, F.; Campaner, P. Org. Lett., 2006, 8, 51. 
71 (a) Kolb, H. C.; Finn, M. G.; Sharpless, K. B. Angew. Chem., 2001, 113, 2056; (b) Kolb, H. C.; Finn, M. G.; Sharpless, K. B. 
Angew. Chem. Int. Ed., 2001, 40, 2004.  
72 (a) Seo, T. S.; Li, Z.; Ruparel, H.; Ju, J. J. Org. Chem., 2003, 68, 609; (b) Lewis, W. G.; Green, L. G.; Grynspan, F.; Radic, 
Z.; Carlier, P. R.; Taylor, P.; Finn, M. G.; Sharpless, K. B. Angew. Chem., 2002, 114, 1095; (c) Wang, Q.; Chan, T. R.; Hilgraf, 
R.; Fokin, V. V.; Sharpless, K. B.; Finn, M. G. J. Am. Chem. Soc., 2003, 125, 3192; (d) Speers, A. E.; Adam, G. C.; Cravatt, B. 
F. J. Am. Chem. Soc., 2003, 125, 4686. 
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strutture che hanno dimostrato attività confrontabili, se non addirittura migliori, di quelle degli inibitori 
di riferimento.73   
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Schema 1.29 Amprenavir, Indinavir e loro analoghi contenenti un triazolo. 
 
Come già visto per la sintesi di altri core diamminoalcolici (Crf. Pag. 35), è stata sviluppata in passato una 
metodologia per l’addizione stereoselettiva 1,4 di azide a chetoni α,β-insaturi, che è stato dimostrato 
procedere con buona selettività in favore della formazione del prodotto syn.70 La reazione è condotta in 
presenza di una miscela 1:1 di acido acetico e azidotrimetilsilano (TMSN3), ed un catalizzatore 
moderatamente basico come la prolina o la brucina (Schema 1.28 (iv)). Utilizzando queste condizioni, 
la reazione può avvenire con una stereoselettività che può raggiungere un rapporto 1:7, essendo 
controllata dal substrato via induzione 1,4. Proprio per questo, tale metodo costituisce un ottimo punto 
di partenza verso la sintesi di azidoalcoli otticamente puri e, di conseguenza, verso la sintesi di librerie di 
potenziali inibitori dell’HIV-PR con un anello triazolico a sostituire quello della prolina (Schema 1.30). 
 
 
 
 
Schema 1.30  Struttura di un potenziale inibitore triazolico dell’HIV-PR. 
                                                 
73 Brik, A.; Muldoon, Lin, Y.-C.; Elder, J. H.; Goodsell, D. S.; Olson, A. J.; Fokin, V. V.; Sharpless, K. B.; Wong, C. H. 
ChemBioChem, 2003, 4, 1246.  
R N
H
O
(S)

Ph
OH
( S)
N
N
N
W
Ph
CAPITOLO 1-INTRODUZIONE 
 
 
53 
 
Una struttura generale di questo tipo permette un approccio di tipo combinatorio, rendendo possibile 
una differenziazione in posizione P2 tramite diverse acilazioni sull’azoto (R), e dall’altro lato un secondo 
punto di differenziazione sull’anello del triazolo (W).74 
Non sono note altre strutture di inibitori dell’HIV-PR ottenute tramite Click Chemistry, è stato però 
riportato un modello73 secondo il quale il triazolo giace in un arrangiamento non convenzionale al di 
fuori del classico subsito della proteasi, andando a rimpiazzare la così detta acqua delle flap che lega il 
substrato della proteasi alle flap con una rete di legami idrogeno. 
In un’ipotesi alternativa, la pirrolidina della prolina e l’anello triazolico possono essere considerati 
analoghi strutturali (Schema 1.31), con il vantaggio che il triazolo ha la possibilità di creare una rete di 
legami idrogeno all’interno del sito catalitico, stabilizzando il complesso enzima-inibitore.75 
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Schema 1.31  L’anello triazolico è in grado di mimare l’anello pirrolidinico della prolina. 
 
 
1.5.3 Ring Closing Metathesis (RCM) per l’ottenimento di isosteri dipeptidici 
La reazione di Ring Closing Metathesis (RCM) è sempre più utilizzata nella sintesi di peptidomimetici.76 
Recentemente è stata sviluppata una strategia alternativa per la sintesi degli isosteri del dipeptide Phe-
Pro basato sulla metatesi di olefine che utilizza proprio la RCM. In questo modo è possibile ottenere sia 
isosteri monoidrossietilenici che diidrossietilenici: il precursore chiave è un alchene che può essere 
ottenuto attraverso la metatesi di due amino olefine terminali che derivano a loro volta dai 
corrispondenti aminoacidi (Schema 1.32).74 
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Schema 1.32 Analisi retrosintetica per l’ottenimento di isosteri Phe-Pro utilizzando la reazione di metatesi tra olefine. 
 
                                                 
74 Ostric, A. Università di Trieste Tesi di Dottorato  XXIII Ciclo. 
75 Whiting, M.; Tripp, J. C.; Lin, Y.-C.; Lindstrom, W.; Olson, A. J.; Elder, J. H.; Sharpless, K. B.; Fokin, V.V. J. Med. Chem., 
2006, 49, 7697. 
76 Perez De Vega, M.J.; Garcia-Aranda, M.I.; Gonzales-Muniz, R. Med. Res. Rev., 2011, 31, 677. 
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L’alchene può essere convertito nell’isostere diidrossietilenico per diidrossilazione del doppio legame, 
oppure nell’isostere monoidrossietilenico per semplice idratazione del doppio legame, o ancora per 
epossidazione e successiva apertura dell’epossido. 
I primi tentativi sono stati fatti utilizzando la Cross Metathesis (CM), ma in questo modo si ottengono 
miscele statistiche di prodotti di omo- ed eterocoupling. Per migliorare la selettività della reazione si è 
deciso, quindi di utilizzare la RCM. In questo caso il problema della selettività si sposta da una reazione 
intermolecolare ad una intramolecolare; tradizionalmente questo coinvolge una chimica ad alte 
diluizioni, dove le basse concentrazioni vengono utilizzate per evitare che le molecole reagiscano tra 
loro. A bassa concentrazione, infatti, le reazioni intramolecolari sono cineticamente favorite rispetto a 
quelle intermolecolari. 
Un passaggio importante per utilizzare la RCM nella sintesi dell’alchene precursore consiste nella scelta 
di un giusto linker: in questo caso si è scelto un linker bifunzionale, basato sulla convenzionale chimica 
dei carbammati (tipo Cbz), che permetta facilmente la possibilità di attaccare due ammino olefine 
differenti, e per cui risulti semplice il distacco una volta formato il macrociclo. Il linker deve inoltre 
essere abbastanza rigido da permettere la formazione del macrociclo e deve offrire protezione 
all’ammina libera,  possibilmente con un gruppo elettronattrattore, in modo tale da minimizzare 
l’effetto chelante dell’atomo di azoto sul rutenio del catalizzatore. I linker utilizzati, che rispecchiano 
queste caratteristiche, sono i tre diversi isomeri (-o, -m e -p) del benzendimetanolo e l’1,5-pentandiolo 
(Schema 1.33).74 
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Schema 1.33 Reazione di Ring Closing Metathesis (RCM), con i diversi tipi di linker (L) e i due catalizzatori utilizzati (G1 e G2). 
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Tutte le reazioni sono state condotte in DCM a riflusso, ad una concentrazione di substrato 0.02 M, 
utilizzando il 7% di catalizzatore, G1(catalizzatore di Grubbs di prima generazione) o G2 (catalizzatore 
di Grubbs di seconda generazione) (Schema 1.33).77 
Come già accennato, la protezione dell’atomo di azoto con il Boc porta a maggiori conversioni del 
diene di partenza e a rese più alte perché il gruppo proteggente previene la chelazione del rutenio del 
catalizzatore, con sua conseguente inattivazione (Schema 1.34). 
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Schema 1.34 Effetto della protezione sull’atomo di azoto. 
1.6 INIBITORI DI TIPO NON PEPTIDICO E PICCOLE MOLECOLE 
Di recente, essendo stato introdotto il concetto di Structure-based Drug Design, sono state sviluppate 
sempre di più nuove molecole di tipo non peptidico, in grado di massimizzare le interazoni nel sito 
attivo della proteasi.78 Sia i legami idrogeno che le interazioni idrofobiche con i subsiti dell’enzima 
possono limitare la capacità della proteasi di acquisire resistenza ai farmaci, visto che la geometria del 
sito catalitico deve essere conservata per mantenerne la funzionalità.79 Questo nuovo concetto ha 
permesso di progettare diversi composti con una struttura molto semplice, e di focalizzare l’interesse 
più sulla semplicità sintetica con cui vengono ottenuti e meno sulle somiglianze strutturali.  
Per quanto riguarda L’HIV-PR,  ad esempio, tra le dieci molecole approvate dall’FDA come inibitori 
(Schema 1.8) solo una ha carattere non-peptidico, il Tipranavir (Schema 1.35). 
                                                 
77 Handbook of Metathesis, Vol.1–3 (Ed.: R. H. Grubbs), 2003, Wiley-VCH, Weinheim. 
78 (a) Ghosh, A. K.; Chapsal, B. D.; Weber, I. T.; Mitsuya, H. Acc. Chem. Res., 2008, 41, 78; (b) Ghosh, A. K.; Chapsal, B.; 
Mitsuya, H. In Aspartic Acid Proteases as Therapeutic Targets; Ghosh, A., Ed.; Wiley-VCH: Weinheim, Germany, 2010, 205. 
79 (a) Ghosh, A. K.; Anderson, D. D.; Weber, I. T.; Mitsuya, H. Angew. Chem. Int. Ed., 2012, 51, 1778; (b) Ghosh, A. K.; Xu, 
C.-X.; Rao, K. V.; Baldridge, A.; Agniswamy, J.; Wang, Y.-F.; Weber, I. T.; Aoki, M.; Miguel, S. G. P.; Amano, M.; Mitsuya, 
H. ChemMedChem, 2010, 5, 1850; (c) Zhang, H.; Wang, Y. F.; Shen, C.-H.; Agniswamy, J.; Rao, K. V.; Xu, X.; Ghosh, A. K.; 
Harrison, R. W.; Weber, I. T. J. Med. Chem., 2013, 56, 1074. 
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Schema 1.35 Struttura del Tipranavir, unico inibitore non peptidico dell’HIV-PR. 
 
Molti sforzi sono stati fatti negli ultimi anni per ottenere delle molecole sintetizzabili in pochi passaggi 
ed in grado di mostrare attività interessante nei confronti della proteasi. Molto spesso queste molecole 
presentano al loro interno dei residui eterociclici. Un esempio interessante, in questo senso, può essere 
rappresentato da nuovi inibitori non peptidici dell’HIV-PR contenenti un indolo, facilmente sintetizzati 
a partire dall’(S)-glicidolo con metodi regioselettivi, che da test fluorimetrici mostrano attività 
nell’ordine del micromolare (Schema 1.36).80 
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Schema 1.36  Inibitori indolici non peptidici dell’HIV-PR. 
 
Si tratta, per lo più, di piccole molecole organiche (PM<800 Da) in grado di interagire con il target 
molecolare, quindi il sito attivo della proteina coinvolta nella patogenesi  di una malattia (in questo caso 
specifico una proteasi). Negli ultimi decenni è sempre maggiore l’interesse verso questo tipo di 
molecole che sono vantaggiose in termini di economicità, semplicità del potenziale sviluppo industriale 
e versatilità del loro impiego. 
 
 
 
                                                 
80 (a)Bonini, C.; Chiummiento, L.; Di Blasio, N.; Funicello, M.;  Lupattelli, P; Tramutola, F.; Berti, F.; Ostric, A.; Miertus, S.; 
Frecer, V.; Kong, D.-X. Bioorg. Med. Chem., 2014, 22, 4792; (b) Cerminara, I.; Chiummiento, L.; Funicello, M.; Guarnaccio, 
A.; Lupattelli, P. Pharmaceuticals, 2012, 5, 297; (c) Chiummiento, L.; Funicello, M.; Lupattelli, P.; Tramutola, F.; Campaner, P. 
Tetrahedron, 2009, 65, 5984. 
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1.6.1 Inibitori non peptidici della β-Secretasi 
Proprio rispetto agli inibitori della β-secretasi sembra adattarsi bene questo tipo di approccio; è stato 
infatti dimostrato che gli inibitori basati sulla strategia peptidomimetica soffrono le note difficoltà 
associate ai polipeptidi, come l’attraversamento della barriera ematoencefalica, la scarsa biodisponibilità 
e la suscettibilità alla P-glicoproteina di trasporto.81 Numerosi sforzi volti a superare questi problemi 
hanno, quindi, condotto alla progettazione di nuovi inibitori non peptidici della β-secretasi. 
I primi inibitori di questo tipo sono stati scoperti da Miyamoto e collaboratori (per Takeda Chemicals) 
nel 2001 (Schema 1.37).82 
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imidazol-1-il
 
Schema 1.37  Inibitori di Miyamoto. 
 
Negli anni successivi si è assistito ad un vero e proprio boom di pubblicazioni  e brevetti volti alla 
ricerca di inibitori non peptidici della BACE1.83 
Anche nei laboratori della Merck si stanno conducendo numerose indagini volte alla scoperta di nuovi 
inibitori non peptidici della β-secretasi. Lo screening ad alta capacità (HTS) di una libreria di moltissimi 
composti ha portato all’identificazione della N-(5-aminopentil)ossiacetamide (Schema 1.38 (a)). Tale 
composto si è rivelato un inibitore selettivo della BACE1 e mostra un IC50 pari a 25 μM.
84 La 
sostituzione del gruppo ammidico terziario con un gruppo 2-cianofenile (Schema 1.38 (b)) o con un 
estere solfonico (Schema 1.38 (c)) ha portato ad un incremento dell’attività inibitoria fino a valori di 
IC50 pari a 1.4 μM. 
                                                 
81 Gao, J.; Winslow, S.L.; VanderVelde, D.; Aube, J.; Borchardt, R.T. J. Pept. Res., 2001, 57, 361. 
82 (a) Miyamoto, M.; Matsui, J.; Fukumoto, H.; Tarui, N.(Takeda Chem. Ind.) 2001,  PCT Int.Appl. WO2001087293; (b) 
Miyamoto, M.; Matsui, J.; Fukumoto, H.; Tarui, N.(Takeda Chem. Ind.) 2002,  Jpn. Pat. Appl. JP2002037731. 
83 Silvestri, R. Med. Res. Rev., 2009, 29, 295. 
84 (a) Coburn, C.A.; Stachel, S.J.; Li, Y.-M.; Rush, D.M.; Steele, T.G.; Chen-Dodson, E.; Holloway, M.K.; Xu, M.; Huang, Q.; 
Lai, M.-T.; Di Muzio, J.; Crouthamel, M.-C.; Shi, X.-P.; Sardana, V.; Chen, Z.; Mushi, S.; Kuo, L.; Makara, G.M.; Annis, 
D.A.; Tadikinda, P.K.; Nash, H.M.; Vacca, J.P.; Wang, T. J. Med. Chem., 2004, 47, 6117; (b) Coburn, C.A.; Steele, T.G.; 
Vacca, J.P.; Annis, A.D.; MAkar, G.M.; Nash, H.M.; Tadikonda, P.K.; Praveen, K.; Wang, T. (Merck & Co.) 2005, PCT Int. 
Appl. WO2005113484. 
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Schema 1.38  Inibitori Merck 1. 
 
Visti i risultati ottenuti, la Merck ha in seguito sviluppato tutta una serie di inibitori contenenti una 
solfonammide al posto del gruppo estereo, ottenendo valori di IC50 dell’ordine del nanomolare 
(Schema 1.39).85 
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Schema 1.39  Struttura di un inibitore Merck 2 (è mostrata anche l’interazione con i subsiti del sito attivo dell’enzima). 
 
Uno sviluppo successivo e più recente della ricerca ha riguardato la progettazione di derivati eterociclici 
come inibitori della β-secretasi (Schema 1.40).86 
                                                 
85 (a) Stachel, S.J.; Coburn, C.A. et Al. J. Med. Chem., 2004, 47, 6447; (b) Coburn, C.A.; Stachel, S.J.; Vacca, J.P. 2004, PCT 
Int. Appl. WO2004043916. 
86 (a) Barrow, J.C.; McGaughey G.B.; Namtermet, P.G.; Rajapakse, H.A.; Selnick H.G.; Stauffer, S.R.; Coburn, A.C. (Merck 
& Co.) 2005, PCT Int. Appl. WO2005103020; (b) Barrow, J.C.; McGaughey G.B.; Namtermet, P.G.; Rajapakse, H.A.; 
Selnick H.G.; Stauffer, S.R.; Shaun, R.; Vacca, J.P.; Stachel, S.J.; Coburn, C .A.; Stanton, M.G. (Merck & Co.) 2005, PCT Int. 
Appl. WO2005103043; (c) Coburn, C.A. et Al. (Merck & Co.) 2005, PCT Int. Appl. WO200597767; (d) Barrow, J.C.; 
Coburn, C.A.; Namtermet, P.G.; Selnick H.G.; Stachel, S.J.; Shawn, J.; Stanton, M.G.; Stauffer, S.R.; Zhuang, L.; Davis, J.R. 
(Merck & Co.) 2005, PCT Int. Appl. WO2005065195. 
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Schema 1.40 Strutture degli inibitori Merck 4. 
 
L’interesse agli inibitori eterociclici è andato via via aumentando estendendosi a strutture tipo 
pirrolidinone, amminopirrolidinone e azepinone, sintetizzate dalla Bristol-Myers Squibb (Schema 
1.41).87 
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Schema 1.41  Strutture di due inibitori Bristol-Meyers Squibb 1. 
 
Alla presenza di eterocicli si è affiancata poi quella del motivo guanidinico (Schema 1.42 (a)),88 che 
sembra adattarsi bene nel sito attivo dell’enzima andando ad interagire con gli aspartati della diade 
catalitica (Schema 1.42 (d)). Tale motivo guanidinico è presente anche in forma ciclizzata ad esempio 
nelle 2-amminochinazoline (Schema 1.42 (b))89 oppure negli inibitori di Malamas della Wyeth Research 
(a struttura ammino immidazolica) (Schema 1.42 (c)).90 
                                                 
87 (a) Decicco, C.P.; Tebben, A.J.; Thompson, L.A.; Combs, A.P. (Bristol-Myers Squibb Co.) 2004, PCT Int. Appl. 
WO2004013098; (b) Olson, R.E.; Maduskuie, T.P.; Thompson, L.A. (Bristol-Myers Squibb Co.) 2004, US Pat. Appl. 
US6794381; (c) Olson, R.E. (Bristol-Myers Squibb Co.) 2006, US Pat. Appl. US67053084. 
88 (a) Thompson, L.A.; Shi, J.; Zusi, F.C.; Dee, M.F.; Macor, E. (Bristol-Meyers Squibb Co.) 2007, US Pat. Appl. 
US20077049589; (b) Gerritz, S.; Zhai, W.; Shi, S.; Zhu, S.; Good, A.C.;  Thompson, L.A.  (Bristol-Meyers Squibb Co.) 2007, 
PCT Int. Appl. WO2007002214. 
89 Baxter, E. W. et  Al. J. Med. Chem., 2006, 50,4262.  
90 (a) Malamas, M.S.; Erdei, J.J.;  NNawan, I.S.; Npwak, P.; Harrison, B.L. (Weyth, John & Br.) 2006, PCT Int. Appl. 
WO2006076284; (b) Malamas, M.S. et Al. J. Med. Chem., 2009, 52, 6314. 
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Schema 1.42 (a) Inibitore  guanidinico Bristol-Meyers Squibb; (b) 2-amminochinazolina (inibitore guanidinico ciclico); (c) Inibitore di 
Malamas (Wyeth); (d) Interazione tra il gruppo guanidinico e i due Aspartati catalitici del sito attivo. 
 
Molti di questi inibitori non peptidici e contenenti residui eteroaromatici hanno inoltre mostrato la 
capacità di inibire non solo la formazione dei peptidi Aβ-amiloidi ma anche la loro aggregazione in 
oligomeri e fibrille.91  
La ricerca è sempre più rivolta verso la sintesi di composti a struttura ammidinica in grado di 
attraversare  la membrana cerebrale.92 
Gli inibitori della β-secretasi sono sempre più delle piccole molecole molto potenti in termini di attività 
inibitoria; il loro carattere non peptidico rende tali inibitori molto più selettivi nei confronti della 
BACE1, favorisce il passaggio nel Sistema Nervoso Centrale (SNC) e la biodisponibilità. Nella 
progettazione di questi composti, quindi, sembra assumere un’importanza rilevante sia la drastica 
diminuzione del loro carattere peptidico (fondamentale per permettere il loro passaggio nella corteccia 
cerebrale), che la presenza di strutture eterocicliche (in grado di massimizzare i numero di interazioni 
possibili con il sito attivo in un spazio piccolo), ed inoltre sembra fondamentale la presenza di un 
gruppo guanidinico (lineare o ciclico) per interagire direttamente con i due aspartati catalitici, inibendo 
così l’attività della proteasi.  
                                                 
91 Auberson, Y.; Betschart, C. et Al. (Novartis AG & Novartis Pharma) 2005, PTC Int. Appl. WO2005014517. 
92 Ohelrich, D.; Prokopcova, H.;  Gijisen, H.J.M. Bioorg. Med. Chem. Lett., 2014, 24, 2033. 
  
 
61 
 
RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
 
62 
 
 
 
 
 
 
RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
 
 
 
 
 
  
63 
 
CAPITOLO 2-RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
 
66 
 
 
 
 
 
 
CAPITOLO 2 
DIAMMINODIOLI COME CORE DI 
INIBITORI PEPTIDOMIMETICI 
DELL’HIV-PR 
 
 
 
 
CAPITOLO 2-RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
 
67 
 
2.1 ISOSTERI DIAMMINODIOLICI DEL DIPEPTIDE Phe-Pro 
Il crescente interesse verso inibitori dell’HIV-PR con core diamminodiolico ha portato, come già 
descritto nel capitolo precedente (Par. 1.5.1), a mettere a punto una via sintetica che permette di 
ottenere l’isostere Phe-Pro 5 (S,S,S,S) con una resa complessiva del 30% (Schema 2.1).1,2 
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Schema 2.1 Sintesi dell’isostere Phe-Pro 5. 
 
Utilizzando come core il diamminodiolo 5 è stato sintetizzato un piccolo set di inibitori che presentano 
valori di IC50 in un range compreso tra il 100 picomolare ed il micromolare (Schema 2.2); questi 
inibitori sono stati ottenuti semplicemente effettuando il coupling con dei peptidi o degli acidi 
carbossilici non peptidici. Alcuni degli inibitori presentano due catene laterali simmetriche, mentre altri 
hanno catene laterali differenti. Gli inibitori con sostituenti diversi si ottengono per acilazione 
dell’ammino gruppo secondario deprotetto dell’isostere 5, seguita dalla deprotezione e dall’acilazione 
dell’ammina primaria; per ottenere gli inibitori con i sostituenti simmetrici, invece bisogna deproteggere  
prima dal Boc l’isostere 5, e poi acilare simultaneamente i due gruppi amminici liberi.1 
                                                 
1 Benedetti, F.; Berti, F.; Budal, S.; Campaner, P.; Dinon, F.; Tossi, A.; Argirova, R.; Genova, P.; Atanassov, V.; Hinkov, A. 
J. Med.Chem., 2012, 55, 3900. 
2 Dinon, F.; Campaner, P.; Berti, F.; Tossi, A.; Benedetti, F. 2005, PCT/EP2005/052770. 
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Schema 2.2 Inibitori ottenuti a partire dal diamminodiolo 5. 
 
L’enone 21, che può essere ottenuto a partire dal fosfonato  10 e dal 2-pirrolidinone 18, rappresenta un 
intermedio chiave di tale via sintetica; a partire dallo stesso enone 21, infatti, sono stati ottenuti anche 
altri due isomeri dell’isostere 5: i due isosteri 27 (S,R,R,R) e 28 (S,R,R,S) (Schema 2.3).1 
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Schema 2.3 L’enone 21 come intermedio chiave per l’ottenimento di tre diversi isomeri dell’isostere Phe-Pro. 
 
Per l’ottenimento dei due isomeri 27 e 28 basta apportare qualche modifica alla sintesi dell’isostere 5 
(Schema 2.4).1,3 
                                                 
3 Campaner, P. Università di Trieste Tesi di Dottorato  XIX Ciclo. 
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Schema 2.4 Sintesi degli isosteri Phe-Pro 27 e 28. 
 
Anche a partire dal diamminodiolo 27 è stato già sintetizzato un inibitore (Schema 2.5) che, rispetto al 
suo omologo ottenuto a partire dal suo isomero 5 (Schema 2.2), risulta sicuramente meno efficace. 
Questo è probabilmente dovuto all’inversione di configurazione sul carbonio dell’anello pirrolidinico, il 
che dimostra che è essenziale che la configurazione originale della prolina venga conservata 
nell’isostere.1 
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Schema 2.5 Inibitore ottenuto a partire dal diamminodiolo 27. 
 
Non esistono invece risultati riguardanti inibitori che contengono come core il diamminodiolo 28. In 
questo caso restano inalterate le due configurazioni originali della fenilalanina e della prolina, sono 
invece invertite le due configurazioni sui carboni legati agli ossidrili (Schema 2.6). 
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Schema 2.6 Stereochimica del core di inibitori ottenuti dal diamminodiolo 28. 
 
Per questo motivo, il primo obiettivo del lavoro di tesi è stato l’ottenimento dell’isostere 28 seguendo la 
procedura appena descritta (Schema 2.4), in modo da avere una quantità di diamminodiolo sufficiente 
per la sintesi di diversi inibitori. 
2.1.1 Nuove catene laterali 
L’idea di base è quella di sintetizzare almeno un inibitore che possa fungere da confronto con quelli 
contenenti gli isosteri 5 e 27; a questo scopo si è scelto di partire quindi con l’inibitore 29 che  presenta 
due residui identici di Acido 2,6-dimetil fenossiacetico (DmPoa), per il quale esiste un confronto con 
entrambi gli altri due isosteri (Schema 2.7). 
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Schema 2.7 Struttura dell’inibitore 29 e confronto con gli inibitori analoghi ottenuti dagli isosteri 5 e 27 rispettivamente. 
 
Successivamente, sfruttando uno studio computazionale di relazione struttura-attività (QSAR),4 l’idea è 
quella di utilizzare catene laterali innovative. Secondo questo studio, condotto su derivati del 
diamminodiolo 5, variando il tipo di catene laterali è possibile ottenere inibitori che, oltre a presentare 
valori di IC50 dell’ordine del picomolare, presenterebbero anche un ottimo profilo ADME (Assunzione, 
Diffusione, Metabolismo, Espulsione) ed eviterebbero la resistenza al farmaco grazie alle interazioni 
favorevoli con gli aminoacidi chiave presenti nel sito attivo della proteasi.4 
                                                 
4 Frecer, V.; Berti, F.; Benedetti, F.; Miertus, S. J. Mol. Graph. Mod., 2008, 27, 376. 
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I gruppi migliori risultano essere derivati o analoghi dell’acido fenossiacetico come appunto il DmPoa, 
perché sono residui in grado di minimizzare il carattere peptidico ed il peso molecolare degli inibitori 
della HIV-PR più grandi, senza però diminuirne l’attività inibitoria. I residui scelti sono  appunto, oltre 
al DmPoa, l’acido 3-metilpiridin-2-ilossi acetico (mPya) e l’acido 5-metilpirimidin-4-ilossi acetico (mPyf) 
(Schema 2.8).4 
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Schema 2.8  Strutture del DmPoa e di due delle catene laterali innovative. 
 
2.2 SINTESI DELL’ISOSTERE 
Come già detto, l’isostere 28 è stato sintetizzato seguendo la serie di passaggi riportata nello Schema 
2.4, in questo modo è stato ottenuto con una resa complessiva del 14%, per un totale di 6 passaggi, a 
partire dal metilestere della N-Boc-L-fenilalanina.3 La sintesi è stata quindi ripetuta al fine di provare a 
farne uno scale-up per poter avere una quantità di isostere sufficiente all’ottenimento di un piccolo set 
di inibitori. 
2.2.1 Sintesi dell’enone 
L’enone 21 risulta essere l’intermedio chiave nella sintesi degli isosteri diamminodiolici Phe-Pro. Tale 
enone si ottiene per reazione di Horner-Emmons tra il prolinolo N-Cbz protetto 20 ed il fosfonato 
della N-Boc-L-fenilalanina 10 (Schema 2.9). 
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Schema 2.9 Reazione di Horner-Emmons per la sintesi dell’enone 21. 
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Il prolinolo 20 è stato facilmente ottenuto in due passaggi a partire dal 2-pirrolidinone 18, che è un 
composto commercialmente disponibile (Schema 2.10). 
 
Cbz
N OH
18 19
DIBALH
THF
20
Cbz
N O
H
N O NaH, CbzCl
DMF
98%91%  
Schema 2.10 Passaggi sintetici per la sintesi del prolinolo N-Cbz protetto 20. 
 
La protezione del lattame, in questo caso, viene effettuata per trattamento con sodio idruro (NaH) in 
dimetilformammide (DMF) a temperatura ambiente,5 e permette di ottenere il 2-pirrolidinone protetto 
19 con una resa del 91%. La riduzione del pirrolidinone protetto viene quindi condotta con diisobutil 
alluminio idruro (DIBALH) in tetraidrofurano (THF)  anidro a -78 oC portando alla desiderata N-Cbz-
2-idrossi-pirrolidina 20 con una resa del 98%.6 È noto comunque che in sistemi di questo tipo 
l’amminoalcol ciclico, termodinamicamente più stabile, è in equilibrio con la corrispondente aldeide 
(Schema 2.11) e ne può, quindi, rappresentare un equivalente sintetico utile per essere utilizzato nella 
successiva reazione di Horner-Emmons.7  
 
Cbz
N OH NHCbz
O
H
3020  
Schema 2.11 Equilibrio tra l’amminoalcol ciclico 20 ed il suo equivalente sintetico lineare, l’amminoaldeide 30. 
 
La sintesi del fosfonato 10 avviene in due passaggi a partire dalla N-Boc-L-fenilalanina 31, passando 
attraverso la formazione del metilestere 32 (Schema 2.12). 
 
                                                 
5 Takeuchi, Y.; Tokuda, S.; Takagi, T.; Koike, M.; Abe, H.; Harayama, T.; Shibata, Y.; Kim, H.; Wataya, Y. Heterocycles, 1999, 
51, 1869. 
6 (a) Iwasaki, T.; Horikawa, H.; Matsumoto, K.; Miyoshi, M. J. Org. Chem., 1979, 44, 1552; (b) Dieter, R. K.; Sharma, R. R. J. 
Org. Chem., 1996, 61, 4180. 
7 (a) Johnson, T.; Quibell, M.; Turnell, W. G. J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1, 1993, 2843; (b) Ihara, M.; Kirihara, T.; Kawaguchi, 
A.; Tsuruta, M.; Fukumoto, K. J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1, 1987, 1719; (c)  Marco-Contelles, J.; Bernabé, M. Tetrahedron Lett., 
1994, 35, 6361; (d) Jeon, J.; Hong, S.-K.; Oh, J. S.; Kim, Y. G. J. Org. Chem., 2006, 71, 3310. 
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Schema 2.12 Passaggi sintetici per l’ottenimento del fosfonato 10. 
 
La sintesi del metilestere 32, effettuata a partire dalla N-Boc-L-fenilalanina 31 utilizzando metil ioduro 
in presenza di carbonato acido di potassio in dimetilformammide (DMF) anidra, ha portato alla 
formazione del prodotto desiderato con il 99% di resa.8 Gli unici problemi derivanti, in questo 
passaggio, da una produzione del metilestere in larga scala possono essere dovuti all’uso del metil 
ioduro, che è un agente mutageno, e dalle grandi quantità di DMF necessaria, che poi risulta difficile da 
allontanare. 
Per ottenere il fosfonato 10 bisogna partire dal dimetilmetilfosfonato in presenza di n-Butil litio 1.6 M a 
-78°C,  in rapporto (1:1) tra loro, e si lascia reagire il tempo necessario alla formazione dell’anione 33 
(Schema 2.13); una volta formato l’anione, dopo oltre tre ore, si aggiunge il metilestere 32, in forte 
difetto rispetto a metildimetilfosfonato e n-Butil litio (rapporto (1:6)).9  
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Schema 2.13 Meccanismo di formazione del fosfonato 10. 
 
L’aggiunta di metilestere 32 al sale di litio va fatta con molta cautela, infatti bisogna evitare che la 
temperatura salga al di sopra dei -50°C se si vuole evitare la formazione dei due sottoprodotti di 
                                                 
8 Meyer, F.-M.; Liras, S.; Perez-Guzman, A.; Perreault, C.; Bian, J.; James, K. Org. Lett., 2010, 12, 3870.  
9 (a) Chakravarty, P.K.; Combs, P.; Roth, A.; Greenlee, W.J. Tetrahedron Lett., 1987, 28, 611; (b) Benedetti, F.; Berti, F.; 
Norbedo, S. J. Org. Chem., 2002, 67, 8635; (c) Buckley III, T.F.; Rapoport, H. J. Am. Chem. Soc., 1981, 103, 6157. 
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addizione del nButil litio: il prodotto di mono-addizione, il butil chetone 34, ed il prodotto di bis-
addizione, il dibutil alcol 35 (Schema 2.14). 
 
BocHN
O
BocHN
OH34 35  
Schema 2.14 Strutture dei prodotti di addizione del n-Butil litio. 
 
L’ottenimento dell’enone 21 rappresenta uno dei punti critici di questa sintesi, infatti  le condizioni i cui 
si effettua tale reazione, già ottimizzate in precedenza,1,3 risultano fondamentali. Conducendo la 
reazione nelle condizioni abitualmente utilizzate per l’olefinazione di Horner-Emmons,10 infatti, si 
ottiene quasi esclusivamente il prodotto 36 come miscela (1:1) dei due possibili diastereoisomeri, 
derivante dall’attacco nucleofilo intramolecolare dell’azoto carbammico legato al gruppo Cbz sul 
doppio legame coniugato (Schema 2.15). La formazione del prodotto di ciclizzazione risulta favorita 
tanto conducendo la reazione in etanolo con carbonato di sodio come base che in THF che in presenza 
di una base molto forte quale il tert-butossido di potassio, oppure impiegando diazabiciclo undecene 
(DBU) in presenza di litio cloruro.11 
 
36
BocHN
O
NHCbz
Ph
BocHN
O
Ph
Cbz
N
21  
Schema 2.15 Meccanismo di ciclizzazione dell’enone 21. 
 
I risultati migliori si ottengono facendo reagire l’aminale ciclico 20 (cioè l’equivalente sintetico 
dell’aldeide lineare 30) con il fosfonato 10 in presenza di carbonato di potassio, ma utilizzando aceto 
nitrile come solvente. Controllando i tempi di reazione così da non superare il 50% di conversione, è 
possibile prevenire la ciclizzazione di 21 a 36 che si forma solo in tracce (4%) (Schema 2.16).  
 
                                                 
10 Mikolajczyk, M.; Balczewski, P. Synthesis, 1987, 659. 
11 Blanchette, M. A.; Choy, W.; Davis, J. T.; Essenfeld, A. P.; Masamune, S.; Roush, W. R. Sakai, T. Tetrahedron Lett., 1984, 
25, 2183. 
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Schema 2.16 Reazione di formazione dell’enone 21. 
 
Nonostante in queste condizioni la resa di 21 non superi mai il 50%, il fosfonato 10 e l’N-Cbz-2-
pirrolidinolo 20 possono essere recuperati e riutilizzati.  
Anche una volta ottenuto, l’enone 21 tende a ciclizzare rapidamente in presenza di condizioni anche 
debolmente acide: ciclizza infatti durante la purificazione su gel di silice (che va per questo condotta il 
più rapidamente possibile) e tende a ciclizzare anche in solventi acidi come il cloroformio (Figura 2.1).  
 
 
Figura 2.1 Ingrandimento di alcune zone dello spettro 1H-NMR dell’enone 21: appena purificato (spettro rosso), dopo 7 giorni a -20°C 
(spettro verde), dopo 4 giorni a -20°C in soluzione di cloroformio (spettro azzurro), dopo 24h a temperatura ambiente in soluzione di 
cloroformio (spettro blu). 
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Infatti, mettendo a confronto gli spettri 1H-NMR dello stesso enone conservato in condizioni diverse 
(Figura 2.1), si può notare come nello spettro dell’enone 21 appena purificato (spettro rosso) siano ben 
visibili i segnali a 6.05 ppm e a 6.80 ppm relativi ai protoni del doppio legame, la stessa cosa vale per 
l’enone 21 solido tenuto a -20°C per 7 giorni (spettro verde); quando l’enone 21 viene conservato a -
20°C ma in soluzione di cloroformio (spettro azzurro) sono ancora visibili tracce dei segnali relativi al 
doppio legame, ma si nota anche un notevole abbassamento del picco relativo al CHα a 4.70 ppm, 
mentre si vede il netto aumento di un singoletto allargato a 4.14 ppm che corrisponde al  CHα del 
prodotto ciclico 36; se invece si lascia in cloroformio l’enone 21 a temperatura ambiente (spettro blu) 
dopo 24 ore si ha la totale scomparsa dei segnali relativi all’enone e tutto il prodotto ciclizza a dare il 
chetone 36.  
2.2.2 Dalla sintesi dell’alcol allilico all’ottenimento dell’isostere 
Una volta ottenuto l’enone 21 è necessario ridurre in maniera diastereoselettiva la funzione chetonica 
per avere il desiderato alcol allilico 24. E’ stato dimostrato12 che la riduzione di α-amminochetoni con 
tri-secbutil boroidruro (L-Selectride), in solventi polari quali il metanolo, fornisce preferibilmente 
amminoalcoli sin. Applicando queste condizioni alla riduzione dell’enone 21, si ottiene effettivamente 
come prodotto principale l’alcol allilico a configurazione (S,S) (Schema 2.17) ma con una 
diastereoselettività della riduzione non molto alta (3:1); i due diastereoisomeri possono comunque 
essere facilmente separati per semplice cromatografia su colonna di gel di silice. 
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Schema 2.17 Sintesi dell’alcol allilico, con formazione di due diastereoisomeri in rapporto (3:1) in favore dell’alcol allilico 24. 
 
La diastereoselettività nella riduzione e, più in generale, nell’addizione di nucleofili ad α-amminochetoni 
dipende da una serie di fattori come la presenza di metalli chelanti, l’ingombro sterico dell’agente 
                                                 
12 Rodriguez, A. C.; Picó Ramos, A.; Hawkes, G. E.; Berti, F.; Resmini, M. Tetrahedron: Asymm., 2004, 15, 1847. 
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riducente (o del nucleofilo) e la natura del sovente. Tale diastereoselettività è controllata dall’induzione 
asimmetrica e può essere spiegata utilizzando i modelli di Cram chelato13 e di Felkin-Anh.14  
Secondo il primo modello (Schema 2.18 A), la presenza di uno ione metallico chelante favorisce la 
chelazione tra il gruppo carbonilico ed il gruppo amminico protetto, bloccando il substrato in una  
conformazione in cui il gruppo amminico ed il gruppo carbonilico sono eclissati, mentre l’idrogeno ed 
R’ sono disposti sui lati opposti del carbonile. L’attacco dell’idruro, quindi, avviene preferenzialmente 
dal lato del sostituente meno ingombrato portando all’alcol anti. Secondo il modello di Felkin-Anh 
(Schema 2.18 B), invece, utilizzando agenti riducenti non chelanti, il substrato adotta la conformazione 
nella quale il gruppo amminico si dispone ortogonalmente al carbonile.15 L’attacco del nucleofilo dal 
lato del sostituente meno ingombrato fornisce, in questo caso, il prodotto sin. 
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Schema 2.18  Rappresentazione schematica dei modelli di Cram e Felkin-Anh per la riduzione di α-amminochetoni.  
 
In questo caso, essendo l’L-Selectride un agente riducente non chelante, la riduzione avviene secondo il 
modello di Felkin-Anh con la formazione del prodotto syn 24 con il 58% di resa, con una selettività 
migliore (anche se non altissima) se la reazione viene condotta in MeOH a -78°C (Schema 2.19).13 
                                                 
13 (a) Cram, D. J.; Abd Elhafez, F. A. J. Am. Chem. Soc., 1952, 74, 5828; (b) Reetz, M. T. Acc. Chem. Res., 1993, 26, 462; (c) 
Mengel, A.; Reiser, O. Chem. Rev., 1999, 99, 1191. 
14 (a) Felkin, H.; Chérest, M.; Prudent, N. Tetrahedron Lett., 1968, 2199; (b) Anh, N. T.; Einsenstein, O.  Nouv. J. Chim., 1977, 
1, 61. 
15 Einsenstein, O.; Hoffmann, R. J. Am. Chem. Soc., 1980, 102, 6184. 
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Schema 2.19 Sintesi dell’alcol allilico 24. 
 
Il passaggio successivo è la sin-epossidazione del diamminoalcol (S,S) 24 con acido m-cloroperbenzoico 
(mCPBA),  in diclorometano a 0°C; sfruttando il controllo della selettività da parte dell’ossidrile libero si 
ottiene, come unico prodotto, il sin epossialcol 25 con una resa del 75% (Schema 2.20). 
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Schema 2.20 Sintesi dell’epossialcol 25. 
 
Per capire l’alta stereoselettività di questa reazione basta guardare le strutture dei due stati di transizione 
diasteromerici dell’epossidazione (Schema 2.21); si nota subito come il residuo ramificato X 
(CH(CH2Ph)NHBoc) sia abbastanza ingombrante da destabilizzare lo stato di transizione A. La 
rotazione intorno al legame a mitiga questa interazione e dirige l’epossidazione sulla faccia opposta, 
come in B, portando alla formazione dell’epossido 25 come unico prodotto.16 
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Schema 2.21 Stati di transizione per l’epossidazione: X = CH(CH2Ph)NHBoc, Ar = 2-Cl-Ph. 
 
                                                 
16 (a) Henbest, H. B.; Nicholls, B. J. Chem. Soc., 1959, 221; (b) Hoveyda, A. H.; Evans, D. A.; Fu, G. C. Chem. Rev., 1993, 93, 
1307; (c) Benedetti, F.; Miertus, S.; Norbedo, S.; Tossi, A.; Zlatoidsky, P. J. Org. Chem., 1997, 62, 9348. 
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A questo punto è quindi necessaria una doppia inversione di configurazione al carbonio epossidico: il 
bromodiolo 26 è stato quindi ottenuto con una resa del 52%, per trattamento dell’epossido 25 con litio 
bromuro e Amberlist 15 in acetonitrile a –20 °C (Schema 2.22).17  
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Schema 2.22 Sintesi del bromodiolo 26. 
 
L’Amberlist 15 è una resina polistirenica a scambio ionico in grado di fungere da catalizzatore acido per 
l’attivazione dell’anello epossidico, fornendo ioni H+ nell’ambiente di reazione.18 Regio- e 
stereoselettività osservate  nella reazione sono imputabili in primis alla formazione di un complesso tra 
il Li+ ed i due ossigeni dell’epossialcol 25, che fa sì che i due ossidrili del prodotto si trovino in syn 
(Schema 2.23).  
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Schema 2.23 Formazione del complesso tra l’epossialcol 25 ed il Li+ che porta al bromodiolo 26. 
 
Anche la temperatura a cui si effettua la reazione svolge un ruolo fondamentale per la regio- e stereo 
selettività della reazione, infatti ci sono due meccanismi in competizione che portano all’ottenimento 
del prodotto finale. Si tratta della formazione di un intermedio cationico aciclico (che porta 
all’ottenimento della bromoidrina syn) e di un classico meccanismo SN2 (che porta alla bromoidrina 
anti); è stato dimostrato su diversi substrati che a temperatura ambiente è favorita la formazione 
dell’intermedio cationico aciclico che porta al prodotto syn (S,R,S,S)-26, mentre a bassa temperatura 
l’unico prodotto che si forma è il prodotto anti (S,R,S,R)-26, derivato dal classico meccanismo di 
                                                 
17 (a) Bonini, C.; Giuliano, C.; Righi, G.; Rossi, L. Synth. Commun., 1992, 22, 1863; (b) Bonini, C.; Righi, G. Synthesis, 1994, 
225. 
18 Pal, R.; Sarkar, T.; Khasnobis, S. Arkivoc, 2012, 570. 
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apertura SN2 dell’epossido, con inversione di configurazione.
19
 Mantenendo la temperatura a -20 °C 
inoltre si evita la perdita del gruppo tert-butossicarbonilico, che viene, invece, completamente rimosso 
se la reazione è condotta a temperatura ambiente. 
L’ultimo passaggio della sintesi è la rimozione mediante idrogenolisi del gruppo Cbz terminale, cui 
segue la ciclizzazione spontanea dell’epossiammina intermedia, in presenza di DIPEA, che porta al 
diamminodiolo (S,R,R,S) 28  con l’85% di resa (Schema 2.24). 
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Schema 2.24 Reazione di deprotezione del bromodiolo 26 che porta spontaneamente alla formazione dell’isostere 28. 
 
Riassumendo, quindi, l’isostere diamminodiolico Phe-Pro 28 è stato risintetizzato a partire dalla N-Boc-
L-fenilalanina 31 (Schema 2.25);  aggiungendo un passaggio in più rispetto alla sintesi già presentata in 
precedenza, il diamminodiolo 28 è stato ottenuto con una resa complessiva del  9% rispetto al 14%. 1,3 
 
                                                 
19 Solladiè-Cavallo, A.; Lupattelli, P.; Bonini, C. J.Org.Chem., 2005,70, 1605. 
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Schema 2.25 Schema complessivo della sintesi del diamminodiolo 28.  
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3.1 ISOSTERI DIAMMINOALCOLICI Phe-Pro CONTENENTI UN 
TRIAZOLO 
Come già descritto in precedenza (Par. 1.5.2), il fatto che la prolina contenga un gruppo amminico 
secondario limita in qualche modo l’approccio alla progettazione e alla sintesi di isosteri dipeptidici 
monoidrossietilenici contenenti la pirrolidina. Per questo nella maggior parte dei casi si preferisce 
utilizzare gruppi facilmente sintetizzabili, in grado di mimare le caratteristiche stereoelettroniche 
dell’anello a cinque termini e, allo stesso tempo, di massimizzare le interazioni con i subsiti idrofobici 
dell’enzima. 
Un esempio di questo tipo può essere rappresentato dai triazoli, infatti la pirrolidina della prolina e 
l’anello triazolico possono essere considerati analoghi strutturali (Schema 3.1), con il vantaggio che il 
triazolo ha la possibilità di creare una rete di legami idrogeno all’interno del sito catalitico, stabilizzando 
il complesso enzima-inibitore.1 
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Schema 3.1  L’anello triazolico è in grado di mimare l’anello pirrolidinico della prolina. 
 
Un altro vantaggio che presentano i triazoli è che sono facilmente ottenibili utilizzando la cosiddetta 
Click Chemistry,2 cioè la reazione tra un’azide ed un generico alchino con formazione di un triazolo 
funzionalizzato. Questo fa sì che i triazoli siano degli ottimi candidati per la sintesi di librerie di 
inibitori. Utilizzando un approccio combinatoriale, infatti, una struttura generale di questo tipo 
(Schema 3.2) rende possibile una differenziazione in posizione P2 tramite diverse acilazioni sull’azoto 
(R), e dall’altro lato un secondo punto di differenziazione sull’anello del triazolo (W). Un ulteriore 
punto di differenziazione può essere rappresentato dalla stereochimica del carbonio legato all’ossidrile 
(*). 
 
                                                 
1 Whiting, M.; Tripp, J. C.; Lin, Y.-C.; Lindstrom, W.; Olson, A. J.; Elder, J. H.; Sharpless, K. B.; Fokin, V.V. J. Med. Chem., 
2006, 49, 7697. 
2 (a) Kolb, H. C.; Finn, M. G.; Sharpless, K. B. Angew. Chem., 2001, 113, 2056; (b) Kolb, H. C.; Finn, M. G.; Sharpless, K. B. 
Angew. Chem. Int. Ed., 2001, 40, 2004.  
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Schema 3.2 Struttura di un potenziale inibitore triazolico dell’HIV-PR con i vari punti di differenziazione in risalto. 
 
Sulla base di queste considerazioni, in precedenza,3 sono state sintetizzate dodici piccole librerie di 
composti variando sei diversi sostituenti sul triazolo (W) e sei tipi di catene laterali (R) scelte in accordo 
con la selettività che l’HIV-PR ha mostrato per queste sequenze in studi precedenti (Schema 3.3). 
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Schema 3.3 Approccio combinatoriale utilizzato per la sintesi delle librerie di triazoli. Nello schema sono raffigurati alcuni dei composti 
sintetizzati. 
                                                 
3 La sintesi delle librerie è stata proposta per sei anni agli studenti del corso di laurea magistrale in chimica dell’Università di 
Trieste da F. Berti (con P. Campaner e B.K. Singh) nel corso di laboratorio di chimica bioorganica. Tutti gli studenti 
dell’indirizzo organico biomolecolare del corso di laurea in chimica che hanno frequentato il corso dal 2007 al 2012 hanno 
contribuito alla preparazione delle librerie. 
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Le librerie di composti così ottenute sono state quindi testate sull’HIV-PR con un saggio fluorimetrico 
ad una concentrazione pari a 10 μM, e dalla deconvoluzione dei dati di inibizione sono stati scelti i 
composti che, mostrando un grado di inibizione maggiore, sono stati poi sintetizzati come singoli 
composti otticamente puri (Schema 3.3) e testati uno alla volta nei confronti della proteasi ad una 
singola concentrazione (1μM).4 
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Schema 3.3 Strutture degli inibitori triazolici sintetizzati come composti otticamente puri, l’attività residua percentuale (Att. Res.) è stata 
misurata ad una concentrazione di 1 μM.  
 
Uno solo di questi ha mostrato una capacità inibitoria interessante, infatti in presenza di una 
concentrazione di 1 μM  di tale molecola, l’enzima possiede un’attività residua inferiore al 20%( 
                                                 
4 Ostric, A. Università di Trieste Tesi di Dottorato  XXIII Ciclo. 
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Schema 3.3). Per questo, scopo di questa parte del lavoro è proprio ripetere  ed ottimizzare la sintesi di 
tale inibitore, il triazolo 37 (Schema 3.4), al fine di poterne valutare l’IC50. 
N
H
Ph
OH
Ph
N
N
N
O
N
37
 
Schema 3.4 Struttura dell’inibitore 37 contenente un anello triazolico. 
 
La strategia sintetica per l’ottenimento del triazolo 37 risulta chiara dando uno sguardo all’analisi 
retrosintetica (Schema 3.5), da cui si vede come i triazoli si  possano ottenere a partire dallo stesso 
intermedio che permette di ottenere anche i diamminodioli: il fosfonato 10. 
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Schema 3.5 Analisi retrosintetica per l’ottenimento di inibitori contenenti un triazolo. 
 
3.1.1 Sintesi dell’azidoalcol 
Il primo passaggio prevede la sintesi di un chetone α,β-insaturo che si ottiene, come nel caso degli 
isosteri diamminodiolici, per reazione di Horner-Emmons tra il fosfonato della N-Boc-L-fenilalanina 
10, la cui preparazione è già stata descritta a partire dalla fenilalanina Boc-protetta 31 (Par. 2.2.1), e la 
fenilpropionaldeide 38 (Schema 3.6).  
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Schema 3.6 Reazione di Horner-Emmons per la sintesi dell’enone 39. 
 
Conducendo la reazione in etanolo assoluto a temperatura ambiente, in presenza di carbonato di 
potassio, si riesce ad ottenere il’enone 39, con una resa del 99% senza dover fare purificazioni. 
L’ottenimento  della chetoazide 40 a partire dall’enone 39 (Schema 3.7) sfrutta una metodologia di 
addizione di azide ad α’-ammino chetoni α,β-insaturi che è stato dimostrato procedere con buona 
selettività verso la formazione del prodotto syn.5  
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Schema 3.7 Reazione di sintesi della chetoazide 40. 
 
La reazione viene condotta con una miscela (1:1) di acido acetico e azidotrimetil silano (TMSN3) in 
diclorometano anidro, in presenza di un catalizzatore moderatamente basico come la brucina (Schema 
3.8). In queste condizioni la reazione procede con una modesta selettività controllata dal substrato 
tramite induzione 1,4;  le due chetoazidi si formano,  infatti, in miscela in rapporto (3:1) in favore 
dell’azide syn 40a. 
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Schema 3.8 Struttura della brucina. 
                                                 
5 Adamo, I.; Benedetti, F.; Berti, F.; Campaner, P. Org. Lett., 2006, 8, 51. 
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La chetoazide syn 40a è stata ottenuta con il 75% di resa, separata dal diastereoisomero anti 40b per 
ricristallizzazione da esano a freddo ed utilizzata nella reazione successiva senza ulteriori purificazioni; 
dalle acque madri di cristallizzazione è possibile comunque recuperare l’altro diastreoisomero 40b. 
La reazione di riduzione va condotta utilizzando sodio boro idruro (NaBH4), visto che è stato 
dimostrato che con riducenti come L-selectride o Litio tert-Butossido alluminio idruro (LTBAH) si ha la 
perdita del gruppo azide con ritorno al chetone α,β-insaturo 39.3 
Utilizzando NaBH4 in metanolo a 0°C la selettività non è molto alta, infatti i due azidoalcoli 41a (anti) e 
41b (syn) si ottengono in rapporto (2:1) in favore del diastereoisomero anti (Schema 3.9). 
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Schema 3.9 Reazione di riduzione della chetoazide 40a per la sintesi dell’azidoalcol 41a. 
 
Fortunatamente, anche in questo caso i due diastereoisomeri 41a e 41b possono essere separati per 
ricristallizzazione: da etere di petrolio a freddo è stato ottenuto l’azidoalcol maggioritario 41a con il 
63% di resa ed utilizzato nella reazione successiva. Anche stavolta dalle acque madri di cristallizzazione 
è possibile recuperare l’altro diastereoisomero 41b. 
3.1.2 Sintesi del triazolo e conversione nell’inibitore finale 
La reazione di formazione del triazolil alcol 43 è una tipica reazione di cicloaddizione [3+2] tra 
l’azidoalcol otticamente  puro 41a ed il 4-metil-1-pentino 42. Come primo approccio, questa reazione è 
stata condotta utilizzando le classiche condizioni per la cicloaddizione alchino-azide di Huisgen, 
secondo cui l’azidoalcol condensa con il corrispondente alchino in presenza di solfato di rame (II) 
(CuSO4) e trucioli di rame metallico, in tert-Butanolo a 50°C (Schema 3.10).
6   
                                                 
6 Whiting, M.; Tripp, J. C.; Lin, Y.-C.; Lindstrom, W.; Olson, A. J.; Elder, J. H.; Sharpless, K. B.; Fokin,V.V. J. Med. Chem., 
2006, 49, 7697. 
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Schema 3.10 Sintesi del triazolil alcol 43 con le condizioni per la ciclo addizione di Huisgen. 
 
In questo modo il triazolo 43 è stato ottenuto con l’80% di resa, ma sono stati necessari ben 8 giorni di 
reazione. Visti i lunghi tempi di reazione si è deciso di provare la stessa reazione in reattore a 
microonde, utilizzando le condizioni di reazione messe a punto in precedenza sul diastereoisomero 
opposto.3 Si è reso necessario sostituire la fonte di rame passando dalla coppia CuSO4/Cu allo ioduro 
di rame (I) (CuI), e la reazione è stata condotta in una miscela (1:1) di acetonitrile/acqua ad una 
temperatura di 100°C  ed una potenza di 200W per 30 minuti (Schema 3.11). 
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Schema 3.11 Reazione di cicloaddizione per la formazione del triazolo 43 assistita da microonde (MW). 
 
In questo modo, nonostante la reazione sia nettamente più rapida, il prodotto desiderato 43 è stato 
ottenuto soltanto con il 13% di resa. 
Per ottenere l’inibitore finale, quindi, il triazolo 43 è stato deprotetto dal Boc tenendolo per 2h a 
riflusso in una miscela di acido trifluoroacetico (TFA) al 40% in diclorometano; l’ammina libera 44 così 
ottenuta è stata utilizzata per il classico coupling peptidico con l’acido picolinico, in presenza di N-metil 
morfolina (NMM), idrossibenzotriazolo (HOBT) ed 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimide 
(EDC), in diclorometano (Schema 3.12). La deprotezione avviene in maniera quasi quantitativa (98%), 
mentre quest’ultimo passaggio permette di ottenere l’inibitore finale 37 con una resa del 53%. 
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Schema 3.12 Ultimi passaggi per la sintesi dell’inibitore finale 37. 
 
3.1.3 Valutazione dell’attività inibitoria 
La valutazione della attività biologica, e quindi della effettiva capacità di inibire la HIV-1 proteasi, è 
fondamentale non solo per saggiare gli inibitori sintetizzati, ma anche per disporre di un riferimento per 
la progettazione di molecole di maggiore efficacia.7  
Il saggio si basa sull’utilizzo di substrati fluorogenici largamente impiegati in biochimica grazie alla loro 
elevata sensibilità. La tecnica, definita intramolecular fluorescence resonance energy transfer (FRET)8 prevede 
l’introduzione, in un opportuno substrato che sia riconosciuto dall’enzima, di un gruppo fluorescente 
(fluorescent donor) ed un gruppo caratterizzato da un cromoforo che assorbe alla stessa lunghezza d’onda 
di emissione del gruppo fluorescente (quenching acceptor). Il substrato utilizzato è l’esapeptide Abz-Thr-
Ile-Nle-Phe(p-NO2)-Gln-Arg-NH2,
9 la cui struttura riprende quella del sito di idrolisi p24/p15 della 
poliproteina virale Gag-Pol, dove la p-NO2-fenilalanina costituisce il gruppo donatore, mentre l’acido 2-
amminobenzoico (Abz) quello accettore (Schema 3.13). 
 
                                                 
7
 (a) Scholz, D.; Billich, A.; Charpiot, B.; Ettmayer, P.; Lehr, P.; Rosenwirth, B.; Schreiner, E.; Gstach, H. J. Med. Chem., 
1994, 37, 3079; (b) Sham, H. L.; Kempf, D. J.; Molla, A.; Marsh, K. C.; Kumar, G. N.; Chen, C.-M.; Kati, W.; Stewart, K.;  
Lal, R.; Hsu, A.; Betebenner, D.; Korneyeva, M.; Vasavanonda, S.; McDonald, E.; Saldivar, A. et al. Antimicrob. Agents 
Chemother., 1998, 42, 3218; (c) Sham,H. L.; Zhao, C.; Stewart, K. D.; Betebenner, D. A.; Lin, S.; Park, C. H.; Kong, X.-P.; 
Rosenbrook, W. Jr.; Herrin, T.; Madigan, D. et al. J. Med. Chem., 1996, 39, 392. 
8 (a) Matayoshi, E. D.; Wang, G. T.; Krafft, G. A.; Erickson, J. Science, 1990, 247, 954; (b) Lee, T.; Laco, G. S.; Torbett, B. E.; 
Fox, H. S.; Lerner, D. L.; Elder, J. H.; Wong, C.-H.  Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1998, 95, 939. 
9 Toth, M.; Marshall, G. R. Int. Peptide Protein Res., 1990, 36, 544. 
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Schema 3.13  Struttura e meccanismo di idrolisi del substrato fluorescente dell’HIV-1 proteasi. 
 
Per il saggio è stata utilizzata HIV-1 proteasi ricombinante disponibile commercialmente. L’intrinseca 
fluorescenza della p-NO2-fenilalanina a 420 nm (assorbimento a 325 nm) risulta drasticamente 
diminuita dalla presenza del residuo di acido 2-amminobenzoico che esercita un effetto di quenching; 
questo effetto diventa insignificante a distanze superiori ai 100 Å e quindi, dopo l’idrolisi del substrato 
da parte della proteasi, si ha emissione di fluorescenza.  
In questo modo l’attività idrolitica della HIV-1 proteasi può essere seguita in continuo a pH 5.5, pH 
ottimale per l’attività idrolitica dell’enzima,10 semplicemente misurando l’incremento di intensità di 
fluorescenza contro il tempo. Se alla soluzione contenente il substrato e la proteasi si aggiunge un 
composto in grado di inibire la proteasi stessa si osserva una decisa diminuzione nell’incremento 
dell’intensità di fluorescenza, diminuzione proporzionale alla capacità inibitoria. 
Il grado di inibizione viene valutato confrontando le velocità iniziali della reazione catalizzata in 
presenza di quantità variabili di inibitore, ricavate dalla parte lineare delle corrispondenti curve di 
variazione di fluorescenza contro il tempo (Figura 3.1).  
                                                 
10 (a) Jordan, S. P.; Zugay, J.; Darke, P. L.; Kuo, L. C. J. Biol. Chem., 1992, 267, 20028; (b)  Darke, P. L.; Jordan, S. P.; Hall, D. 
L.; Zugay, J. A.; Shafer, J. A.; Kuo, L. C. Biochemistry, 1994, 33, 98. 
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Il valore di IC50 si ottiene riportando in grafico le pendenze in funzione delle diverse concentrazioni 
(espresse in termini logaritmici) alle quali si osserva l’inibizione ed interpolando il valore corrispondente 
al 50% di inibizione.  
Utilizzando il saggio fluorimetrico appena descritto, l’inibitore 37 ha mostrato un IC50 pari a 16.5±0.4 
nM (Figura 3.2).  
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Figura 3.2 Struttura e valore di IC50 dell’inibitore 37 (a sinistra) e andamento dell’attività enzimatica residua contro il logaritmo della 
concentrazione di inibitore (destra). 
. 
3.2 ISOSTERI DIAMMINOALCOLICI Phe-Pro CONTENENTI LA 
PROLINA 
L’addizione intramolecolare di ammine a chetoni α,β-insaturi derivanti da amminoacidi rappresenta, 
come già detto, un attraente approccio alla sintesi di isosteri monoidrossietilenici Phe-Pro in quanto 
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Figura 3.1 Curve di fluorescenza al variare della concentrazione di inibitore (sinistra) e andamento dell’attività enzimatica residua 
contro il logaritmo della concentrazione di inibitore (destra). 
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consente di utilizzare come intermedi gli stessi enoni già impiegati nella sintesi degli isosteri 
diidrossietilenici (Par. 2.2.1) (Schema 3.14).  
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Schema 3.14  Sintesi di isosteri diamminodiolici e diamminoalcolici a partire da un intermedio comune. 
 
Come già descritto (1.5.2), la reazione avviene molto facilmente, anche quando non è desiderata 
(Schema 3.15), ma in genere quello che si ottiene non è altro che miscele dei possibili diastereoisomeri 
in rapporto pari circa a (1:1).  
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Schema 3.15 Ciclizzazione spontanea degli enoni. 
 
Risulta molto complicato separare le coppie di diastereoisomeri così ottenuti, questo ha motivato la 
messa a punto di un approccio alternativo (Schema 3.16) che sfrutta l’addizione 1,4 di azide controllata 
da uno stereocentro remoto.11 
 
                                                 
11
 Adamo, I.; Benedetti, F.; Berti, F.; Campaner, P. Org. Lett., 2006, 8, 51. 
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Schema 3.16  i) EtOH, H2SO4, Δ; ii) PCC, CH2Cl2, rt; iii) 10, K2CO3, EtOH; iv) TMSiN3, AcOH, CH2Cl2, base, -18 oC; v) LTBAH, 
EtOH, - 78 oC; vi) H2, Pd/C 10%, MeOH, rt; vii) BH3.Me2S, THF, 0 oC. 
 
Questo approccio alla sintesi di isosteri diamminoalcolici del dipeptide Phe-Pro permette sì di ottenere 
il desiderato core con una ben definita stereochimica, ma prevede anche un  numero di passaggi elevato. 
 
3.2.1 Ciclizzazione intramolecolare stereoselettiva 
Si è pensato, perciò, di sfruttare in maniera positiva la capacità dell’enone di ciclizzare spontaneamente, 
cercando di rendere questo processo stereoselettivo, in modo tale da diminuire notevolmente il numero 
di passaggi necessari all’ottenimento dell’isostere (Schema 3.17). 
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Schema 3.17 Passaggi per l’ottenimento del core diamminoalcolico 46 tramite ciclizzazione stereoselettiva. 
 
In questo modo, in soli tre passaggi a partire dall’enone 21 si riesce ad ottenere l’isostere Phe-Pro 
monoidrossietilenico 46 con una stereochimica ben definita. 
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La reazione che porta alla formazione del composto ciclico 36 dall’enone 21 (Schema 3.15) è una 
reazione di l’addizione 1,4- di un nucleofilo all’azoto sul doppio legame di un composto α,β-insaturo 
(aza-Michael). Il nucleofilo però, in questo caso, si trova sulla stessa molecola su cui avviene l’addizione, 
quindi si tratta di una reazione di aza-Michael intramolecolare.  
La reazione di aza-Michael è una delle più semplici e più dirette strategie per creare legami C-N ed 
ottenere derivati β-ammino carbonilici, molto presenti nei composti biologicamente attivi, spesso anche 
in forma otticamente pura. Questo fa sì che sia sempre crescente l’interesse verso una versione 
asimmetrica della reazione di aza-Michael.12 La versione intramolecolare di questa reazione permette 
accesso diretto a molti eterocicli contenenti azoto, perciò la aza-Michael intramolecolare è molto 
utilizzata, ma esistono pochissimi esempi della sua versione asimmetrica.13 
Nonostante il suo potenziale sintetico, la reazione di aza-Michael stereoselettiva intramolecolare 
rappresenta ancora un compito impegnativo della sintesi organica in quanto ne sono riportati solo 
pochi esempi.14 La maggior parte di questi esempi riguardano l’uso di ammine secondarie chirali in 
grado di attivare aldeidi α,β-insature tramite la formazione di uno ione imminio verso l’attacco sia di 
carbammati che di ammidi come nucleofili all’azoto. Solo un paio di esempi sono presenti in letteratura 
riguardo all’utilizzo di chetoni α,β-insaturi, tutti però riferiti ad addizioni enantioselettive su chetoni non 
chirali.12,15 
 
3.2.2 Reazione di aza-Michael intramolecolare per la sintesi dell’anello 
pirrolidinico 
La procedura più interessante descritta in letteratura per la reazione di Aza-Michael intramolecolare 
enantioselettiva organocatalizzata su chetoni α,β-insaturi contenenti un carbammato è quella descritta 
da Fustero e collaboratori, utilizzata per la sintesi di piperidine e pirrolidine 2-sostituite (Schema 3.18), 
che utilizza come catalizzatore un’ammina primaria derivata dalla cincona.13 
 
                                                 
12 Palakodety, R.K.; Aare, S.; Ravula, S. Tetrahedron, 2009, 65, 9657.  
13 Fustero, S.; del Pozo, C.; Mulet, c.; Lazaro, R.; Sanchez-Rosellò, M. Chem. Eur. J., 2008, 17, 14267.  
14 (a) Fustero, S.; Moscardo, J.; Jimenez, D.; Perez-Carrion, M.D.; Sanchez-Rosellò, M.; del Pozo, C. Chem. Eur. J., 2008, 14, 
9868; (b) Carlson, E.C.; Rathbone, L.K.; Yang, H.; Collet, N.D.; Carter, R.G. J. Org. Chem., 2008, 73, 5155; (c) Fustero, S.; 
Jimenez, D.; Moscardo, J.; del Pozo, C. Org. Lett., 2007, 9, 5283; (d) Takasu, K.; Maiti, S.; Ihara, M. Heterocycles, 2003, 59, 51.  
15 (a) Cai, Q.; Zheng, C.; You, S.-L. Angew. Chem. Int. Ed., 2010, 49, 8666; (b) Liu, X.; Lu, Y. Org. Lett., 2010, 12, 5592. 
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R
PNO
R
O
NHPn
n
Cat.-NH2
Co-cat.  
Schema 3.18 Reazione di aza-Michael intramolecolare organo catalizzata enantioselettiva su chetoni α,β-insaturi. 
 
Questa è una metodologia generale che funziona bene sia su amminochetoni aromatici che alifatici (R 
= alchile o arile)  in cui l’azoto è protetto con un carbammato (P = Cbz o Boc). Affinchè la reazione 
funzioni è necessaria la presenza di un co-catalizzatore acido, in grado di attivare il catalizzatore, in 
genere acido pentafluoro propionico (PFP) oppure acido trifluoro acetico (TFA). 
Il catalizzatore utilizzato è la 9-ammino-9-deossi-epi-idrochinina (9-epi-DHQA) (Schema 3.19); tale 
catalizzatore dà i risultati migliori in termini di rese ed eccessi enantiomerici (e.e.) se utilizzato in una 
quantità pari al 20% in moli rispetto al chetone ed in rapporto equimolare rispetto al co-catalizzatore. 
 
N
H
NH2
N
OMe
9-epi-DHQA  
Schema 3.19 Struttura dell’organocatalizzatore: l’ammina primaria 9-ammino-9-deossi-epi-idrochinina (9-epi-DHQA). 
 
Anche la scelta del solvente e la concentrazione del substrato svolgono un ruolo fondamentale per 
l’andamento della reazione: ottimi risultati sia come resa che eccesso enantiomerico si ottengono per 
diversi substrati, utilizzando una concentrazione di amminochetone α,β-insaturo di 0.1 M in 
cloroformio. 
Vista la versatilità di queste condizioni di reazione e la somiglianza dei substrati utilizzati con l’enone 21, 
si è deciso di usare esattamente le stesse condizioni per provare a rendere diastereoselettiva la 
ciclizzazione dell’enone, quindi la formazione dell’anello pirrolidinico (Schema 3.20). 
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9-epi-DHQA (20% mol)
PFP (20% mol)
CH3Cl [0.1M]
20°C
+
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O
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N
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36a
36b  
Schema 3.20 Reazione diastereoselettiva di ciclizzazione dell’enone 21. 
 
La reazione è stata condotta in cloroformio in presenza di 9-epi-DHQA e PFP (20% in moli) ad una 
concentrazione di enone 21 0.1 M, a temperatura ambiente per 36 ore. Da un primo sguardo allo 
spettro 1H-NMR, sembra presente un unico composto (Figura 3.3 (A)), ma facendo un ingrandimento 
della zona in cui si trova il segnale relativo ai protoni tertbutilici del Boc (1.40 ppm) si nota la presenza 
di due molecole simili in rapporto circa (1:1) (Figura 3.3 (B)); per escludere la possibilità che queste 
due specie siano dei rotameri, e dimostrare che invece si tratta di due diastereoisomeri sono stati 
condotti degli spettri ad alta temperatura. Risulta interessante notare, comunque, come nonostante 
l’utilizzo di un acido fluorurato, non si abbia la perdita del gruppo proteggente Boc. 
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Figura 3.3 (A)Spettro del chetone ciclico 36 a 25°C; (B) Ingrandimenti degli spettri intorno a 1.40 ppm rispettivamente a 25°C, 35°C, 
45°C.  
 
Come si può notare dall’ingrandimento (Figura 3.3 (B)), i picchi all’aumentare  della temperatura non 
tendono alla coalescenza. Questo avvalora l’ipotesi che si tratti di una coppia di diastereoisomeri e non 
di rotameri. Si può quindi concludere che la reazione effettuata in queste condizioni non è 
stereoselettiva. Uno dei problemi potrebbe essere rappresentato dalla scelta del solvente, visto che solo 
dopo aver effettuato questa prova si è scoperto che l’enone di partenza in cloroformio tende 
rapidamente a ciclizzare in maniera spontanea non stereoselettiva (Par. 2.2.1). 
Per cercare di distinguere i due diastereoisomeri si è pensato di proseguire con la deprotezione 
dell’anello pirrolidinico (Schema 3.21), tramite idrogenolisi Pd-catalizzata, sperando così di riuscire a 
separarli. 
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BocHN
Ph
O
Cbz
N
BocHN
Ph
O
H
N
H2, Pd/C 3%
CH3OH
36 45  
Schema 3.21 Reazione di deprotezione dell’anello pirrolidinico. 
 
Il prodotto di deprotezione è stato ottenuto con una resa del 97% ma lo spettro 1H-NMR, pur 
confermando la presenza del prodotto, non permette di distinguere la presenza dei due diastereosomeri; 
purtroppo sono falliti anche i tentativi di separare i due composti. 
3.2.3 Sintesi dell’enone a catena più lunga 
Visti i problemi riscontrati con la ciclizzazione spontanea dell’enone 21 si è deciso di studiare la 
stereoselettività della reazione di Aza-Micahel utilizzando come substrato l’enone 47 a catena più lunga, 
per cui la ciclizzazione spontanea non avviene. 
Anche in questo caso, come il suo omologo 21, l’enone 47 si ottiene per reazione di Horner-Emmons 
tra un lattame ridotto N-Cbz protetto 48 ed il fosfonato della N-Boc-L-fenilalanina 10 (Schema 3.22). 
 
BocHN
O
P
O
+
BocHN
O
Ph Ph
10 48 47
OCH3
OCH3
NHCbz
N
Cbz
OH
 
Schema 3.22 Reazione di Horner-Emmons per la sintesi dell’enone 47. 
 
Ancora una volta  è stato facilmente ottenuto in due passaggi a partire dal δ-valerolattame 49, che è un 
composto commercialmente disponibile (Schema 3.23). 
 
49 50
NaBH4
MeOH, 0°C
48
nBuLi
THF, -78°C
85%73%
H
N O
Cbz
N O
Cbz
N OH
 
Schema 3.23 Passaggi sintetici per la sintesi del N-Cbz δ-valerolattame ridotto 48. 
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La protezione del lattame, in questo caso, viene effettuata per trattamento con nBuLi in tetraidrofurano 
(THF) a -78°C,16 e permette di ottenere il δ-valerolattame protetto 50 con una resa del 73%. La 
riduzione del lattame protetto viene quindi condotta con sodioboro idruro (NaBH4) in MeOH a 0 
oC 
portando al desiderato N-Cbz-δ-valerolattame ridotto 48 con una resa del 85%. Anche questa volta 
l’amminoalcol ciclico, termodinamicamente più stabile, è in equilibrio con la corrispondente aldeide 
(Schema 3.24) e ne può, quindi, rappresentare un equivalente sintetico utile per essere utilizzato nella 
successiva reazione di Horner-Emmons.17  
 
O
H
5148
NHCbz
Cbz
N OH
 
Schema 3.2 Equilibrio tra l’amminoalcol ciclico 48 ed il suo equivalente sintetico lineare, l’amminoaldeide 51. 
 
Per l’olefinazione di Horner-Emmons che porta all’enone 47 (Schema 3.22) sono state provate diverse 
condizioni di reazione (Tabella 3.1). 
 
 
 
 
Tabella 3.2 Condizioni di reazione per le prove di olefinazione di Horner-Emmons per l’ottenimento dell’enone 47 (t = tempi di 
reazione). 
 
La prima prova è stata effettuata utilizzando le stesse condizioni di olefinazione utilizzate per la sintesi 
dell’omologo a catena più corta 21, in presenza di carbonato di potassio, utilizzando acetonitrile come 
solvente. Anche questa volta la reazione è stata interrotta al 50% di conversione ed il chetone α,β-
insaturo 47 è stato ottenuto con il 48% di resa. Visto che tale enone non ciclizza spontaneamente con la 
stessa facilità mostrata dall’enone 21, si è pensato prima di tutto di provare a portare avanti la reazione 
per più di 48 ore, ma siccome dopo 60 ore la reazione sembrava non procedere oltre si è deciso di 
                                                 
16  Giovannini, A.; Savoia, D.; Umani-Ronchi, A. J. Org. Chem., 1989, 54, 228. 
17 (a) Johnson, T.; Quibell, M.; Turnell, W. G. J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1, 1993, 2843; (b) Ihara, M.; Kirihara, T.; Kawaguchi, 
A.; Tsuruta, M.; Fukumoto, K. J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1, 1987, 1719; (c)  Marco-Contelles, J.; Bernabé, M. Tetrahedron Lett., 
1994, 35, 6361; (d) Jeon, J.; Hong, S.-K.; Oh, J. S.; Kim, Y. G. J. Org. Chem., 2006, 71, 3310. 
CONDIZIONI DI REAZIONE t  RESA 
K2CO3 (3 eq.),  CH3CN 72h 48% 
K2CO3 (6 eq.), CH3CN 240h 33% 
K2CO3 (0,66eq), EtOH (ass.) 48h 9% 
DBU, LiCl, CH3CN 24h 8% 
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aggiungere ancora 3 equivalenti di carbonato di potassio; in queste condizioni la reazione, dopo 72 ore 
porta alla formazione del composto 47 solo con il 33% di resa, con la degradazione sia del fosfonato10 
che del lattame ridotto 48. Si è deciso quindi di provare sia le classiche condizioni di Horner-Emmons 
(in etanolo con carbonato di sodio come base), 18 che l’impiego di diazabiciclo undecene (DBU) in 
presenza di litio cloruro.19 In entrambi i casi le rese ottenute sono state molto basse (inferiori al 10%). 
In conclusione, le condizioni più adatte per l’ottenimento dell’enone 47 risultano ancora una volta 
quelle della prima prova (Schema 3.25), infatti, nonostante in queste condizioni la resa di 47 non superi 
mai il 50%, il fosfonato 10 e l’amminoalcol ciclico 48 possono essere recuperati e riutilizzati. 
  
BocHN
O
P
O
+
BocHN
O
Ph Ph
10 48 47
OCH3
OCH3
NHCbz
N
Cbz
OH
K2CO3
CH3CN
48%
 
Schema 3.25 Condizioni di reazione per la sintesi dell’enone 47. 
 
3.2.4 Reazione di aza-Michael intramolecolare per la sintesi dell’anello 
piperidinico 
 
L’enone 47 così ottenuto, è stato quindi utilizzato come substrato per la reazione di Aza-Michael 
intramolecolare diasteroselettiva organocatalizzata (Schema 3.26). 
 
BocHN
Ph
O
BocHN
Ph
O
Cat.
Co-cat.
THF [0.1 M]
NHCbz
Cbz
N
47
52  
Schema 3.26 Reazione diastereoselettiva di ciclizzazione dell’enone 47. 
 
                                                 
18 Mikolajczyk, M.; Balczewski, P. Synthesis, 1987, 659. 
19 Blanchette, M. A.; Choy, W.; Davis, J. T.; Essenfeld, A. P.; Masamune, S.; Roush, W. R. Sakai, T. Tetrahedron Lett., 1984, 
25, 2183. 
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Il catalizzatore utilizzato è sempre la 9-epi-DHQA (Schema 3.19), ed il co-catalizzatore l’acido 
pentafluoro propionico (PFP), si è deciso invece di cambiare solvente dato che il cloroformio favorisce 
la ciclizzazione spontanea, e si è quindi optato per il tetraidrofurano. Sono state effettuate diverse prove 
cambiando tempi e temperature di reazione, o utilizzando degli attivanti per il catalizzatore (Tabella 
3.2). 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella 3.2 Condizioni di reazione per le prove di ciclizzazione diasteroselettiva per l’ottenimento del chetone 52 (t = tempi di reazione; 
T = temperatura). 
 
La prima prova effettuata è stata una prova in bianco, quindi senza catalizzatore né co-catalizzatore, per 
studiare l’eventuale ciclizzazione spontanea in tetraidrofurano; dopo 24 ore a temperatura ambiente è 
stato, però, recuperato solo enone 47. In parallelo è stata condotta la stessa prova in presenza del 20% 
in moli di 9-epi-DHQA e PFP, ma anche in questo caso si è recuperato solo enone 47 non reagito. 
Si è perciò deciso di provare ad attivare il catalizzatore (venduto come tricloroidrato) preincubandolo 
con un equivalente di una base come la trietilammina, ma dopo sei giorni di reazione è stato recuperato 
sempre l’enone 47; la stessa prova è stata ripetuta utilizzando 3 equivalenti di trietilammina, ma dopo 48 
ore il risultato non è cambiato, si è quindi deciso di sostituire la trietilammina con l’acqua.  
La prima prova è stata condotta preincubando il catalizzatore con 3 equivalenti di acqua e riproducendo 
le condizioni utilizzate nelle prime due prove, anche in questo caso dopo 24 ore non è avvenuta 
nessuna reazione. Per l’ultima prova si è deciso di modificare contemporaneamente più di un 
parametro: la reazione questa volta è stata condotta con una quantità di catalizzatore (preincubato con 3 
equivalenti di acqua) e di co-catalizzatore pari al 10% in moli rispetto al substrato a 4°C e dopo 48 ore 
finalmente è stato ottenuto il desiderato chetone ciclico 52 con il 35% di resa (Schema 3.27). 
 
%cat. Co-cat. Attivante T t RESA 
- - - 20°C 24 h - 
20% PFP - 20°C 24 h - 
20% PFP NEt3 (1 eq.) 20°C 144 h - 
20% PFP NEt3 (3 eq.) 20°C 48 h - 
20% PFP H2O (3 eq.) 20°C 24 h - 
10% PFP H2O (3 eq.) 4°C 48 h 35% 
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H2O (60% mol)
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THF [0.1 M]
4°C, 48h
NHCbz
Cbz
N
47 52
35%  
Schema 3.27 Condizioni per la reazione di aza-Michael intramolecolare diasteroselettiva organocatalizzata. 
 
La cosa interessante è che questa volta dagli spettri 1H-NMR e 13C-NMR  non si nota nessuno 
sdoppiamento dei picchi, il che è chiaro indice della presenza di un solo diasteroisomero. Questo è un 
risultato veramente importante in quanto in  letteratura non sono riportati altri esempi della reazione di 
aza-Michael intramolecolare diasteroselettiva organocatalizzata. Le stesse condizioni di reazione 
sarebbero da provare anche sull’enone 21 per provare ad ottenere il chetone 36 in maniera 
diastereoselettiva. 
Applicando l’ipotesi di meccanismo di reazione proposto da Fustero13 (Schema 3.28) al nostro enone 
47 è stato possibile assegnare la configurazione (S,R) al prodotto ciclico 52. 
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Schema 3.28 Ipotesi di meccanismo di reazione e stati di transizione della reazione di aza-Michael intramolecolare. 
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Il meccanismo comunemente utilizzato per spiegare l’addizione coniugata organocatalitica di nucleofili 
azotati a composti carbonilici α,β-insaturi coinvolge l’attivazione dell’accettore da parte del catalizzatore 
attraverso la formazione di uno ione imminio, in grado di facilitare l’addizione intramolecolare del 
nucleofilo al carbonio β. Il meccanismo proposto motiva l’assegnazione della stereochimica del nuovo 
stereocentro che si forma. Inizialmente l’ammina primaria del catalizzatore dovrebbe reagire con 
l’enone 47 un intermedio imminio in condizioni acide, date dalla presenza dell’acido pentafluoro 
propionico. Contemporaneamente l’azoto della chinuclidina dovrebbe essere protonato ed un legame 
idrogeno dovrebbe stabilirsi con l’ossigeno carbonilico del carbammato. In questa conformazione, 
l’attacco dell’azoto nucleofilo avverrà preferenzialmente sulla faccia Re dello ione (E)-imminio dello 
stato di transizione A, meno ingombrato stericamente, che dopo l’idrolisi porta alla formazione del 
prodotto (S,R)-52 (Schema 3.28). 
Una volta ottenuto il chetone ciclico 52, i passaggi successivi per l’ottenimento dell’isostere 
monoidrossietilenico sono la deprotezione dell’azoto piperidinico e la successiva riduzione 
stereoselettiva della funzione chetonica, da cui, studiando bene le condizioni e scegliendo il giusto 
riducente, sarebbe possibile arrivare a due diversi diastereoisomeri  (Schema 3.29). 
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H
N
(S,R,R)-54 (S,S,R)-54  
Schema 3.29 Reazioni necessarie all’ottenimento dei diamminoalcoli (S,R,R)-54 e (S,S,R)-54. 
 
Su altre addizioni di tipo aza-Michael non intramolecolari è stato dimostrato che laddove, utilizzando la 
9-epi-DHQA si ottiene prevalentemente il prodotto (R), se invece si utilizza come catalizzatore il suo 
diasteroisomero 9-ammino-9-deossi-epi-idrochinidina (9-epi-DHQDA) (Schema 3.30) si ottiene 
principalmente il prodotto di addizione (S).20 
                                                 
20 McCooey, S.H.; Connon, S.J. Org. Lett., 2007, 9, 599. 
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N
H
NH2
N
OMe
9-epi-DHQDA  
Schema 3.30 Struttura dell’organocatalizzatore: l’ammina primaria 9-ammino-9-deossi-epi-idrochinidina (9-epi-DHQDA). 
 
Sarebbe interessante vedere se usando la 9-epi-DHQDA con gli enoni 21 e 47 si riescono ad ottenere i 
diamminoalcoli con configurazione (S) sul  carbonio del ciclo, come per la prolina presente in natura. 
È noto inoltre, che con l’aiuto delle microonde è possibile velocizzare i tempi di reazione senza inficiare 
rese e stereoselettività.13 
Questo protocollo potrebbe, oltretutto, essere esteso alla sintesi di core diamminoalcolici in cui l’anello 
della prolina viene sostituito da un eterociclo benzocondensato, cosa particolarmente interessante dato 
che l’anello pirrolidinico della prolina non è in grado di occupare completamente la tasca presente a 
livello del subsito S1’; in linea di principio, per poter ottimizzare le interazioni con l’enzima, e quindi 
l’efficienza dell’inibitore, tutto lo spazio disponibile all’interno del sito di legame dovrebbe essere 
occupato dall’inibitore stesso. Una simile situazione, nello sviluppo dell’inibitore commerciale 
Saquinavir, aveva portato alla sostituzione dell’anello della prolina con un  raggruppamento biciclico di 
tipo decaidroisochinolinico.  
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4.1 RING CLOSING METATHESIS (RCM) PER L’OTTENIMENTO DI 
ISOSTERI DIPEPTIDICI  
La metatesi di olefine sta diventando uno strumento sempre più importante in sintesi organica e nella 
sintesi dei polimeri per la formazione di legami C-C attraverso il riarrangiamento di un doppio (o triplo) 
legame C-C. Esistono vari tipi di metatesi di olefine, le più importanti e utilizzate sono la Cross Metathesis 
(CM), la Ring Closing Metathesis (RCM) e la Ring Opening Metathesis Polimerization (ROMP) (Schema 4.1). 
 
R1 + R2
R1
R2CM
RCM
X X
ROMP
XX
n  
Schema 4.1 Tipi più comuni di reazione di metatesi di olefine. 
 
Il  meccanismo ufficialmente accettato per la metatesi di olefine è stato inizialmente proposto da 
Chauvin ed Herisson nel 1970.1 Secondo questo meccanismo, la metatesi di olefine procede attraverso 
la formazione di un metallaciclobutano intermedio, generato dalla coordinazione dell’olefina ad un 
metallo alchilidene, tramite una serie alternata di cicloaddizioni [2+2] e aperture di ciclo (Schema 4.2).2 
 
                                                 
1 Herisson, J.-L.; Chauvin, Y. Makromol. Chem., 1971, 141, 161. 
2 (a) Katz, T.J.; McGinnis, J. J. Am. Chem. Soc., 1977, 99, 1903; (b) Grubbs, R.H.; Burk, P.L.; Carr, D.D. J. Am. Chem. Soc., 
1975, 97, 3265; (c) Katz, T.J.; Rothchild, R. J. Am. Chem. Soc., 1976, 98, 2519; (d) Grubbs, R.H.; Carr, D.D.; Hoppin, C.; 
Burk, P.L. J. Am. Chem. Soc., 1976, 98, 3478. 
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Schema 4.2 Ciclo catalitico della reazione di metatesi di olefine. 
A causa della reversibilità di ogni singolo passaggio del ciclo catalitico, viene ottenuta all’equilibrio una 
miscela di olefine. Affinché la metatesi sia utile è necessario spostare l’equilibrio in una direzione. 
L’obiettivo è quello di ottenere alte rese del prodotto di cross-metatesi con solo una minima quantità 
del prodotto di dimerizzazione (self-metatesi). Nella maggior parte delle reazioni di metatesi, 
specialmente quando l’olefina ottenuta serve per una successiva trasformazione stereoselettiva, la 
selettività (E/Z) diventa fondamentale. 
Per questo la versione intramolecolare, la Ring Closing Metathesis (RCM) ha rapidamente fatto successo, 
infatti in questa reazione spesso si forma etilene, che essendo gassoso evapora dall’ambiente di 
reazione, spostando l’equilibrio verso la formazione del prodotto ciclico.3  
Proprio grazie a questo la reazione di Ring Closing Metathesis (RCM) è sempre più utilizzata anche in 
chimica medicinale, nella sintesi di peptidomimetici.4 Recentemente, come già descritto in un capitolo 
precedente (1.5.3), è stata sviluppata una strategia alternativa per la sintesi degli isosteri del dipeptide 
Phe-Pro basato sulla metatesi di olefine che utilizza proprio la RCM. In questo modo è possibile 
ottenere sia isosteri monoidrossietilenici che diidrossietilenici: il precursore chiave è un alchene che può 
essere ottenuto attraverso la metatesi di due amino olefine terminali che derivano a loro volta dai 
corrispondenti aminoacidi (Schema 4.3).5 
 
                                                 
3 (a) Fu, G.C.; Nguyen, S.T.; Grubbs, R.H. J. Am. Chem. Soc., 1993, 115, 9856; (b) Blankenstein, J.; Zhu, J. Eur. J. Org. Chem., 
2005, 10, 1949. 
4 Perez De Vega, M.J.; Garcia-Aranda, M.I.; Gonzales-Muniz, R. Med. Res. Rev., 2011, 31, 677. 
5 Ostric, A. Università di Trieste Tesi di Dottorato  XXIII Ciclo. 
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Schema 4.3 Analisi retrosintetica per l’ottenimento di isosteri dipeptidici utilizzando la reazione di metatesi tra olefine. 
 
Un passaggio importante per utilizzare la RCM nella sintesi dell’alchene precursore consiste nella scelta 
di un giusto linker: i linker utilizzati, già descritti nell’introduzione (1.5.3), sono i tre diversi isomeri (-o, -
m e -p) del benzendimetanolo e l’1,5-pentandiolo (Schema 4.4).5 
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Schema 4.4  Reazione di Ring Closing Metathesis (RCM), con i diversi tipi di linker (L) e i due catalizzatori utilizzati (G1 e G2). 
 
Tutte le reazioni sono state condotte in diclorometano a riflusso, ad una concentrazione di substrato 
0.02 M, utilizzando il 7% di catalizzatore, G1 (catalizzatore di Grubbs di prima generazione) o G2 
(catalizzatore di Grubbs di seconda generazione) (Schema 4.4).6 
Con l’idea di estendere questa strategia alla sintesi di isosteri di dipeptidi diversi dal ben studiato 
dipeptide Phe-Pro si è deciso di sintetizzare allilammine derivate da vari aminoacidi. 
                                                 
6 Handbook of Metathesis, Vol.1–3 (Ed.: R. H. Grubbs), 2003, Wiley-VCH, Weinheim. 
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4.2 AMMINO OLEFINE TERMINALI A PARTIRE DA AMMINOACIDI 
Guardando lo schema retrosintetico (Schema 4.3) ci si rende conto che il primo passaggio 
fondamentale di questa via sintetica consiste nella sintesi di ammino olefine terminali a partire dai 
relativi aminoacidi. L’ottenimento, in forma otticamente pura, di molecole così piccole a partire da un 
composto già otticamente attivo, al contrario di quanto possa sembrare, non è affatto banale.  
Il passaggio chiave per l’ottenimento delle allilammine dagli aminoacidi risulta essere l’olefinazione, che 
può essere effettuata in diversi modi utilizzando sempre una reazione di tipo Wittig (Schema 4.5). La 
classica reazione di Wittig avviene tra un composto carbonilico, in genere un’aldeide, ed un’ilide di 
fosforo a dare un alchene, e fosfinossido come sottoprodotto. La reazione può essere condotta, però, 
anche utilizzando altri tipi di composti carbonilici come ad esempio un solfone (reazione di Julia), un 
silil carbanione (reazione di Peterson) o un fosfonato (reazione di Wittig-Horner). 
Quindi, per ottenere olefine terminali derivate da aminoacidi si può effettuare la reazione di Wittig su 
composti carbonilici (aldeidi, solfoni, fosfonati) derivati da aminoacidi, oppure costruire il sale di 
fosfonio o il fosfinossido direttamente sugli aminoacidi (Schema 4.5).   
BocHN
R
BocHN
H
R
BocHN
R
BocHN
PPh2O
R
O
PPh3Br
BocHN
R
O
P
O
OMe
OMe
BocHN
R
O
SiMe3
BocHN
R
O
SO2Ph
REAZIONE di
JULIA
REAZIONE di
PETERSON
REAZIONE di
WITTIG-HORNER
REAZIONE di
WITTIG su un
FOSFINOSSIDO
REAZIONE di
WITTIG con SALE di FOSFONIO
sull'AMINOACIDO
REAZIONE di
WITTIG su un'AMMINOALDEIDE
 
Schema 4.5 Reazioni di olefinazione di aminoacidi di tipo Wittig. 
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Il meccanismo inizialmente proposto da Wittig e Geissler7 passa attraverso la formazione di un’ilide ad 
opera di una opportuna base in grado di deprotonare il sale di fosfonio, l’ilide reagisce poi con il 
composto carbonilico a formare una betaina intermedia che successivamente ciclizza a dare 
l’ossafosfoetano, il quale collassa per portare appunto ad alchene e fosfinossido (Schema 4.6). 
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Schema 4.6 Meccanismo della reazione di Wittig. 
 
Questo meccanismo si basa su evidenze sperimentali, per questo una serie di meccanismi alternativi 
sono stati proposti negli anni in base al tipo di substrati usati per la reazione.8  
4.2.1 Olefinazione classica di Wittig 
Sfruttando una serie di reazioni già testate in precedenza a partire dalla L-Boc-fenilalanina,5 si è scelto di 
partire dagli aminoacidi, passando attraverso la formazione della rispettiva ammide di Weinreb per 
ottenere le amminoaldeidi da utilizzare nella successiva reazione di olefinazione di Wittig (Schema 4.7). 
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Schema 4.7 Serie di reazioni necessarie per passare da un aminoacido ad un’amminoaldeide. 
 
Per ottenere le amminoaldeidi a partire dagli aminoacidi un intermedio chiave è costituito appunto dalle 
ammidi di Weinreb.9 Questo tipo di reagenti è da un po’ di tempo oggetto di crescente interesse nel 
                                                 
7 Wittig, G.; Geissler, G. Justus Liebigs Ann. Chem., 1953, 580, 44. 
8 (a) Johnson, A.W. Ylides and Imines of Phosphorus, Wiley, New York, 1993, 221–305; (b) Byrne, P.A.; Gilheany, D.G. Chem. 
Soc. Rev., 2013, 42, 6670. 
9 Nahm, S.; Weinreb, S.M. Tetrahedron Lett., 1981, 22, 3815. 
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campo della sintesi stereoselettiva basata su aminoacidi, a causa della loro elevata reattività con 
nucleofili in condizioni blande e non racemizzanti, così come della loro possibile riduzione 
stereoselettiva ad aldeidi. Tali caratteristiche rendono le ammidi di Weinreb buoni precursori di 
amminochetoni ed amminoaldeidi.10 
La reazione di formazione delle ammidi di Weinreb avviene in diclorometano in presenza di 
isobutilcloroformiato, N-metilmorfolina (NMM) ed N,O-dimetilidrossilammina cloroidrato (Schema 
4.8).11 
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Schema 4.8 Reazione per la sintesi delle ammidi di Weinreb a partire dagli aminoacidi 
 
La reazione è stata provata su quattro diversi amminoacidi Boc-protetti: N-Boc-L-isoleucina (53), N-
Boc-L-valina (54), N-Boc-L-alanina (55) ed N-Boc-L-fenilalanina (56). I prodotti desiderati sono stati 
ottenuti con buone rese (Tabella 4.1). 
 
 
 
 
 
Tabella 4.1 Rese della reazione di formazione delle ammidi di Weinreb (AA = aminoacido di partenza). 
 
Una volta ottenuta l’ammide di Weinreb, per riduzione con litio alluminio idruro (LiAlH4) in etere 
etilico, si ottiene la corrispondente amminoaldeide (Schema 4.9).12 
                                                 
10 (a) Katritzky, A.R.; Yang, H.; Zhang, S.; Wang, M. Arkivoc, 2002, 11, 39; (b) Singh, J.; Satyamonti, D.; Aidhen, I.S. J. Prakt. 
Chem., 2000, 34, 340; (c) Mentzel, M.; Hoffmann, H.M.R. J. Prakt. Chem., 1997, 339, 517. 
11 (a) Fu, Y.; Xu, B.; Zou, X.; Ma, C.; Yang, X.; Mou, K.; Fu, G.; Lü, Y.; Xu, P. Bioorg. Med. Chem. Lett., 2007, 17, 1102; (b) 
Feherentz, J.A.; Castro, B. Synthesis, 1983, 676. 
AMMIDE AA R RESA 
57 Ile s-Bu 60% 
58 Val i-Pr 73% 
59 Ala Me 65% 
60 Phe Bn 86% 
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Schema 4.9 Reazione di riduzione delle ammidi di Weinreb per l’ottenimento delle amminoaldeidi. 
 
Le amminoaldeidi derivate da amminoacidi sono composti estremamente delicati, infatti è nota la loro 
capacità di racemizzare rapidamente, soprattutto se in presenza di un ambiente fortemente basico.13 
Le aldeidi sono state ottenute con delle buone rese (Tabella 4.2), tranne nel caso del derivato della 
valina 62, ed immediatamente utilizzate nella reazione successiva senza ulteriori purificazioni proprio 
per evitare eventuali racemizzazioni. Ovviamente le rese sono riferite al grezzo di reazione, e prima di 
esser utilizzate ne è stato valutato il potere ottico rotatorio specifico ([αD]) per scongiurare la tanto 
temuta racemzzazione. Tutti i valori di [αD] sono stati misurati in metanolo ad una concentrazione c=1 
(g/100mL),11(b) tranne quello del derivato dell’isoleucina (61) che è stato misurato in diclorometano ad 
una concentrazione c=0.125.14 
 
 
 
 
 
Tabella 4.2 Rese della reazione di formazione delle amminoaldeidi (AA = aminoacido di partenza). 
 
Dal confronto con i valori di [αD] riportati in letteratura
11(b),14 è chiaro che non è avvenuta 
racemizzazione. 
                                                                                                                                                                  
12 Schirlin, D.; Baltzer,.S.; Altenburger, J.M.; Tarnus, C.; Remy, J.M. Tetrahedron, 1996, 52, 305. 
13 (a) Kobayasi, T. I.; Ohno, M. Tetrahedron Lett., 1984, 25, 5079; (b) Hann M. M.; Sammes, P. G.;  Kennewell, P. D.; Taylor, 
J. B. J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1, 1982, 307; (c) Johnson, R. L. J. Med. Chem., 1984, 27, 1351; (d) Rittle, K. E.; Homnick, C. F.; 
Ponticello, G. S.; Evans, B. E. J. Org Chem., 1982, 47, 3016. 
14 Gallardo, G.L.; Butler, M.; Gallo, M.L.; Rodriguez, M.A.; Eberlin, M.N.; Cabrera, G.M. Phytochem., 2006, 67, 2403. 
ALDEIDE AA R RESA [αD] e.e. 
61 Ile s-Bu 60% +70.9 99% 
62 Val i-Pr 46% -18.9 99% 
63 Ala Me 95% -34.0 99% 
64 Phe Bn 95% -44.3 99% 
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L’ultima reazione per l’ottenimento delle ammino olefine terminali derivate da aminoacidi è la reazione 
di olefinazione di Wittig, che è stata condotta sulle quattro amminoaldeidi utilizzando metilfosfonio 
bromuro in tetraidrofurano anidro in presenza di una base (Schema 4.10).15  
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Schema 4.10 Reazione di Wittig per l’ottenimento delle ammino olefine terminali. 
 
La reazione è stata provata sulle varie amminoaldeidi utilizzando diverse basi (Tabella 4.3). I valori di 
[αD] sono stati misurati rispettivamente in cloroformio (c=1) per l’olefina dell’isoleucina 65
16 e per il 
derivato della fenilalanina 68,17 sempre in cloroformio ma ad una concentrazione diversa (c=1.1) per 
l’olefina della valina 6618 mentre è stato usato il metanolo (c=1) per il derivato dell’alanina 67.15 La scelta 
dei differenti solventi e concentrazioni è stata fatta per poter confrontare i valori ottenuti con quelli 
riportati in letteratura. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella 4.3 Rese della reazione di formazione delle olefine (AA = aminoacido di partenza; EQ.= equivalenti di base utilizzata). 
 
                                                 
15 Fujisawa, T,; Odake, S.; Ogawa, Y.; Yasuda, J.; Morita, Y.; Morikawa, T. Chem. Pharm. Bull., 2002, 50, 239. 
16 Garbo, M. Università di Trieste Tesi di Laurea. 
17 Blacker, A.J.; Roy, M.; Hariharan, S.; Headley, C.;  Upare, A.; Jagtap, A.; Wankhede, K.; Mishra, S.K.; Dube, D.; Bhise, S.; 
Vishwasrao, S.; Kadam, N. Org. Process Res. Dev., 2011, 15, 331. 
18 Davi, M.; Lebel, H. Org. Lett., 2009, 11, 41. 
OLEFINA AA R BASE EQ. RESA [αD] e.e. 
65 Ile s-Bu 
n-BuLi 5.0 - - - 
KHDMS 1.1 24% +31.8 99% 
NaH 1.1 25% +1.15 3.5% 
66 Val i-Pr KHDMS 1.1 19% +17.2 98% 
67 Ala Me 
KHDMS 2.0 - -  
NaH 1.1 13% -0.10 11% 
68 Phe Bn KHDMS 1.1 60% +36.9 100% 
CAPITOLO 4-RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
 
115 
 
La scelta della base è fondamentale per mantenere la purezza ottica delle olefine. Quando si utilizza 
sodio idruro come base, come nel caso dell’ l’olefina derivata dall’alanina 67 o quella derivata 
dall’isoleucina 65, si nota un notevole abbassamento dell’attività ottica rispetto ai valori riportati in 
letteratura,15,16 il che denota una racemizzazione parziale dovuta all’utilizzo di una base troppo forte. 
L’utilizzo del sodio idruro come base si è reso necessario nel caso dell’olefina 67 perché in questo caso 
l’utilizzo di potassio bistrimetilsilil amide (KHDMS) non ha portato al prodotto desiderato. Per il 
derivato dell’isoleucina sono state fatte invece prove con tre basi differenti: con il n-BuLi19 non si è 
ottenuto il prodotto desiderato, mentre le rese ottenute con KHDMS e NaH sono confrontabili, quello 
che cambia notevolmente è l’eccesso enantiomerico, valutato per confronto del valore di [αD] con 
quello ottenuto utilizzando un altro metodo di sintesi.16 
I migliori risultati si hanno utilizzando la KHDMS come base, perché in questo modo si evita la 
racemizzazione delle olefine, il problema di questa metodologia sono però le basse rese ottenute 
(discrete solo nel caso del derivato della fenilalanina 68). 
4.2.2 Olefinazione di Peterson 
Viste le basse rese ottenute con la classica olefinazione di Wittig, si è deciso di provare una delle altre 
varianti della reazione: l’olefinazione di Peterson, versione al silicio della reazione di Wittig.20 La 
reazione di Peterson coinvolge l’addizione di un carbanione stabilizzato contenente un atomo di silicio 
in α ad aldeidi, chetoni o loro derivati per dare gli intermedi β-idrossi silile che se trattati con acidi o con 
basi danno stereoslettivamente l’olefina desiderata (Schema 4.11).21  
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Schema 4.11 Meccanismo della olefinazione di Peterson. 
 
                                                 
19 Deur, C.J.; Miller, M.W.; Hegedus, L.S. J. Org. Chem., 1996, 61, 2871. 
20 Peterson, J.D. J. Org. Chem., 1968, 33, 780. 
21 Van Staden, F.; Gravestock, D.; Ager, D. Chem. Soc. Rev., 2002, 31, 195. 
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Un vantaggio dell’olefinazione di Peterson è che il disilossano (R3SiOSiR3) che si forma come 
sottoprodotto è solitamente volatile e quindi può essere facilmente rimosso, al contrario di quanto 
accade per il trifenil fosfinossido della reazione di Wittig. 
Più nello specifico, in questo caso si è deciso di utilizzare una variante che assomiglia di più ad una 
versione sililata della reazione di Wittig-Horner che alla classica reazione di Peterson. Partendo 
dall’ammide di Weinreb, derivata da un aminoacido, si passa attraverso la formazione di un silil chetone 
intermedio che per riduzione porta al β-idrossi silile che a sua volta dà eliminazione, in presenza di 
acido fluoridrico (HF) o di una base come potassio idruro (KH), per ottenere la desiderata olefina 
(Schema 4.12). 
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Schema 4.12 Variante al silicio della reazione di Wittig-Horner. 
 
Si è deciso di provare a sintetizzare il silil chetone derivato dalla N-Boc-L-fenilalanina 69 partendo dalla 
rispettiva ammide di Weinreb 60, utilizzando come agente sililante il trimetilsilil metil litio (TMSCH2Li) 
(Schema 4.13).22 
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Schema 4.13 Reazione di formazione del silil chetone 69. 
 
La reazione viene condotta in tetraidrofurano (THF) anidro a -45°C, ma la parte più delicata di questa 
reazione è rappresentata dal work-up, infatti un work-up acquoso utilizzando solfato acido di potassio 
(KHSO4) promuove la desililazione portando alla formazione del metilchetone 70 come unico 
prodotto. Si è optato quindi per un work-up non acquoso utilizzando acido acetico distillato in THF 
                                                 
22 (a) Yang, C.; Yasuda, N. Bioorg. Med. Chem. Lett., 1998, 8, 255; (b) Yasuda, N. (Merck & Co.) 1998, PCT Int. Appl. 
WO98/31666. 
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anidro, in questo modo l’unico prodotto che si forma è il silil chetone 69 (utilizzando acido acetico non 
distillato di fresco si ottiene invece una miscela dei due prodotti con prevalenza del prodotto di 
desililazione 70).  
Il silil chetone 70 è labile anche in presenza di gel di silice, per questo è stato utilizzato senza ulteriori 
purificazioni nella reazione successiva, la riduzione (Schema 4.14). 
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Schema 4.14 Reazione di riduzione del silil chetone 69. 
 
La reazione di riduzione è stata condotta usando sodio boroidruro (NaBH4) come riducente in 
metanolo a 0°C, ma in queste condizioni l’unico prodotto ottenuto è stato il metilalcol 71 derivato dalla 
contemporanea riduzione e desililazione del composto 69. 
Viste le difficoltà riscontrate sia nella sintesi del silil chetone 69 che nella sua successiva riduzione, si è 
deciso di provare un’altra variante delle reazione di Peterson, proposta da Johnson e Tait,23 che 
permette di ottenere il β-idrossi silile in un unico passaggio partendo direttamente dall’aldeide (Schema 
4.15). 
 
BocHN
OH
SiMe3BocHN
H
O
Me3SiCH2Li/CeCl3
THF, -78°C
61 72  
Schema 4.15 Variante di Johnson della olefinazione di Peterson. 
 
La reazione, condotta sull’aldeide derivata dall’isoleucina 61, utilizzando TMSCH2Li in presenza di 
Cerio tricloruro (CeCl3) in tetraidrofurano anidro a -78°C, non ha portato nessun risultato infatti dopo 
24 ore è stata recuperata solo l’aldeide di partenza 61 che non ha reagito. 
                                                 
23 Johnson, C.R.; Tait, B.D. J. Org. Chem., 1987, 52, 281. 
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Nel gruppo di ricerca sono tuttora in corso studi su un nuovo metodo per la conversione di 
amminoacidi naturali ad allilammine chirali. Tale sintesi, basata su una versione rivisitata 
dell'olefinazione di Julia, permette la conservazione quasi totale della configurazione degli originali 
stereocentri amminoacidici grazie all'utilizzo di amminoesteri come substrati, al posto delle più 
facilmente racemizzabili amminoaldeidi normalmente utilizzate in questo tipo di olefinazioni (Schema 
4.16) .16,24 
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Schema 4.16 Versione rivisitata dell’olefinazione di Julia. 
 
Partendo dal metilestere di un amminoacido N-Boc protetto, che è configurazionalmente più stabile e 
più facile da ottenere rispetto alla relativa amminoaldeide, nel primo passaggio si ha una sostituzione 
nucleofila acilica che porta alla formazione del β-chetosolfone intermedio. Questo composto viene 
ridotto a β-idrossisolfone, e successivamente acetilato sull’ossidrile. Questo passaggio è necessario per 
la successiva reazione di eliminazione riduttiva, anch’essa modificata rispetto al metodo originale 
proposto da Julia: come riducente viene usata polvere di magnesio in presenza di quantità catalitiche di 
mercurio dicloruro (HgCl2), in modo tale da evitare l’uso delle grandi quantità di mercurio necessarie 
alla formazione dell’amalgama. Questo metodo consente di ottenere le olefine in maniera più 
ecosostenibile ed economica anche rispetto alle altre procedure che prevedono l’utilizzo di samario 
ioduro (SmI2). 
 
 
 
                                                 
24 Fanfoni, L. Università di Trieste Risultati non pubblicati. 
CAPITOLO 4-RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
 
119 
 
 
CAPITOLO 5-RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
 
120 
 
 
 
 
 
 
CAPITOLO 5 
DIIDROPIRIMIDINE COME INIBITORI NON 
PEPTIDICI DELLA β-SECRETASI 
 
 
 
 
 
CAPITOLO 5-RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
 
121 
 
5.1 PICCOLE MOLECOLE COME INIBITORI NON PEPTIDICI DELLA β-
SECRETASI 
Di recente, essendo stato introdotto il concetto di Structure-based Drug Design, sono state sviluppate 
sempre di più nuove molecole di tipo non peptidico, in grado di massimizzare le interazoni nel sito 
attivo della proteasi.1 Sia i legami idrogeno che le interazioni idrofobiche con i subsiti dell’enzima 
possono limitare la capacità della proteasi di acquisire resistenza ai farmaci, visto che la geometria del 
sito catalitico deve essere conservata per mantenerne la funzionalità.2 Questo nuovo concetto ha 
permesso di progettare diversi composti con una struttura molto semplice, e di focalizzare l’interesse 
più sulla semplicità sintetica con cui vengono ottenuti e meno sulle somiglianze strutturali.  
Proprio rispetto agli inibitori della β-secretasi sembra adattarsi bene questo tipo di approccio; è stato 
infatti dimostrato che gli inibitori basati sulla strategia peptidomimetica soffrono le note difficoltà 
associate ai polipeptidi, come l’attraversamento della barriera ematoencefalica, la scarsa biodisponibilità 
e la suscettibilità alla P-glicoproteina di trasporto.3 Numerosi sforzi volti a superare questi problemi 
hanno, quindi, condotto alla progettazione di nuovi inibitori non peptidici della β-secretasi. 
Il loro carattere non peptidico rende tali inibitori molto più selettivi nei confronti della BACE1, 
favorisce il passaggio nel Sistema Nervoso Centrale (SNC) e la biodisponibilità. Nella progettazione di 
questi composti, quindi, sembra assumere un’importanza rilevante sia la drastica diminuzione del loro 
carattere peptidico (fondamentale per permettere il loro passaggio nella corteccia cerebrale), che la 
presenza di strutture eterocicliche (in grado di massimizzare il numero di interazioni possibili con il sito 
attivo in un spazio piccolo), ed inoltre sembra fondamentale la presenza di un gruppo guanidinico per 
interagire direttamente con i due aspartati catalitici, inibendo così l’attività della proteasi (Schema 5.1).  
N
N
N
H H
H
O O
O
O
Asp228
Asp32  
Schema 5.1 Interazione tra il gruppo guanidinico di un inibitore e i due Aspartati catalitici del sito attivo della β-secretasi. 
 
                                                 
1 (a) Ghosh, A. K.; Chapsal, B. D.; Weber, I. T.; Mitsuya, H. Acc. Chem. Res., 2008, 41, 78; (b) Ghosh, A. K.; Chapsal, B.; 
Mitsuya, H. In Aspartic Acid Proteases as Therapeutic Targets; Ghosh, A., Ed.; Wiley-VCH: Weinheim, Germany, 2010, 205. 
2 (a) Ghosh, A. K.; Anderson, D. D.; Weber, I. T.; Mitsuya, H. Angew. Chem. Int. Ed., 2012, 51, 1778; (b) Ghosh, A. K.; Xu, 
C.-X.; Rao, K. V.; Baldridge, A.; Agniswamy, J.; Wang, Y.-F.; Weber, I. T.; Aoki, M.; Miguel, S. G. P.; Amano, M.; Mitsuya, 
H. ChemMedChem, 2010, 5, 1850; (c) Zhang, H.; Wang, Y. F.; Shen, C.-H.; Agniswamy, J.; Rao, K. V.; Xu, X.; Ghosh, A. K.; 
Harrison, R. W.; Weber, I. T. J. Med. Chem., 2013, 56, 1074. 
3 Gao, J.; Winslow, S.L.; VanderVelde, D.; Aube, J.; Borchardt, R.T. J. Pept. Res., 2001, 57, 361. 
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Sulla base di queste caratteristiche sono state sviluppate, in diversi laboratori di ricerca una serie  di 
piccole molecole eterocicliche contenenti il residuo guanidinico, sia in forma lineare che in forma 
ciclizzata, che mostrano valori di IC50 dell’ordine delle centinaia di nanomolare (Schema 5.2).
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O
N
N
NH2
O N
O
N
N
NH2
N
O
O
O
N
N
O
N
H
NH2
HO
Cl
O
73 IC50 = 110 nM
74 IC50 = 0.9 M 75 IC50 = 103 nM  
Schema 5.2 Strutture di inibitori della β-secretasi contenenti il motivo guanidinico. 
 
A partire dalle strutture 74 e 75, progettate rispettivamente da Baxter5 e da Gosh6 si è pensato che le 
diidropirimidine (DHPM), grazie all’equilibrio conformazionale per cui esistono ben due conformeri in 
cui è presente il motivo guanidinico (Schema 5.3), siano in grado di funzionare in maniera analoga. 
Inoltre le diidropirimidine presentano il vantaggio di essere facilmente ottenibili a partire da un’aldeide 
ed un acetoacetato (Schema 5.3). 
 
HN
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COOR
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Y H
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Schema 5.3 Analisi retrosintetica ed equilibrio conformazionale delle diidropirimidine. 
 
                                                 
4 Gosh, A.K.; Brindisi, M.; Tang, J. J. Neurochem., 2012, 120, 71. 
5 Baxter, E.W.; Conway, K.A.; Kennis, L. et al. J. Med. Chem., 2007, 50, 4261. 
6 Ghosh, A.K. Aspartic Acid Proteases as Therapeutic Targets In Methods and Principles in Medicinal Chemistry; Mannhold, R., 
Kubinyi, H., Folkers, G. Ed.; Wiley-VCH: Weinheim, Germany, 2010, 45, 441. 
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5.1.1 Reazione di Biginelli 
Le diidropirimidine sono note anche come composti di Biginelli proprio perché sono ottenute mediante la 
reazione che prende il nome dal chimico piemontese, che la scoprì per primo nel 1893.7  
La reazione di Biginelli fa parte delle reazioni multicomponente (MCR), in cui tre o più composti vengono 
messi insieme in un unico pallone di reazione per formare un prodotto che contenga una porzione di 
ciascuna delle componenti. In un caso ideale, ciascun reagente dovrebbe essere commerciale o 
facilmente sintetizzabile e rendere possibili tutta una serie di variazioni strutturali. Le MCR possono 
portare alla formazione di prodotti con la variabilità necessaria per la scoperta di nuovi lead compounds o 
per la loro ottimizzazione attraverso tecniche di chimica combinatoriale. 
La prima versione della reazione di Biginelli prevedeva la cicloaddizione acido-catalizzata  tra l’etil 
acetoacetato, la benzaldeide e l’urea semplicemente disciolti in etanolo con una quantità catalitica di 
acido cloridrico e portati alla temperatura di riflusso (Schema 5.4), per dare la diidropirimidina che 
precipita a freddo nell’ambiente di reazione.8 
 
Me O
HO
Ph
NH2
OH2N
EtOOC
+
N
N
Ph
H
O
H
Me
EtOOCH+
EtOH, 
 
Schema 5.4 Reazione di Biginelli. 
 
Questa reazione, dopo essere stata ignorata per quasi un secolo, negli ultimi quarant’anni è stata 
rivalutata proprio per la sua semplicità e versatilità, e per l’interesse farmacologico che le 
diidropirimidine hanno gradualmente assunto. Sviluppi recenti della reazione di Biginelli ci sono stati in 
settori come la sintesi in fase solida, la chimica combinatoriale e la sintesi di prodotti naturali.9 
5.1.2 Sintesi di librerie ortogonali di diidropirimidine 
Sfruttando la semplicità di ottenimento delle diidropirimidine a partire da aldeide ed acetoacetato, si è 
pensato di utilizzare un approccio combinatoriale alla sintesi di inibitori di questo tipo. 
                                                 
7 Tron, G.C.; Minassi, A.; Appendino, G. Eur. J. Org. Chem., 2011, 5541–5550. 
8 Biginelli, P. Gazz. Chim. Ital., 1893, 23, 360. 
9 Kappe, C.O. Acc. Chem. Res., 2000, 33, 879. 
CAPITOLO 5-RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
 
124 
 
Scegliendo, infatti, sei diverse aldeidi ed usando sei divesi acetoacetati sono state sintetizzate due librerie 
ortogonali di diidropirimidine (Schema 5.5).10 
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Schema 5.5 Schema sintetico per l’ottenimento di due librerie ortogonali di diidropirimidine. 
 
Questo approccio combinatoriale si avvale anche della sintesi in fase solida: il primo passaggio consiste 
nella formazione degli addotti di Knoevenagel con l’ausilio di piperazina immobilizzata su resina come 
catalizzatore; i prodotti così ottenuti vengono fatti quindi reagire con la tiourea immobilizzata su resina, 
                                                 
10 La sintesi delle librerie è stata proposta agli studenti del corso di laurea magistrale in chimica dell’Università di Trieste da 
F. Berti nel corso di laboratorio di chimica bioorganica. Tutti gli studenti dell’indirizzo organico biomolecolare del corso di 
laurea in chimica che hanno frequentato il corso nel 2013 hanno contribuito alla preparazione delle librerie. 
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in modo da ottenere i prodotti ciclici immobilizzati che in base alle condizioni utilizzate per il distacco 
danno le desiderate diidropirimidine.11  
Le librerie così ottenute sono state poi utilizzate per valutarne l’attività nei confronti della β-secretasi in 
un saggio fluorimetrico. Dalla deconvoluzione dei dati di inibizione risulta che, tra i 36 composti 
sintetizzati,  ce ne sono 5 che mostrano capacità inibitoria interessante nei confronti dell’enzima 
(Schema 5.6). 
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Schema 5.6 Strutture delle 36 DHPM sintetizzate nelle librerie (in evidenza i composti che mostrano attività inibitoria interessante). 
 
Sulla base di questi presupposti si è quindi deciso di sintetizzare queste cinque molecole singolarmente 
per poterne valutare l’attività inibitoria effettiva. 
                                                 
11 Kappe, C.O. QSAR Comb. Sci., 2003, 22, 630. 
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5.2 SINTESI DELLE DIIDROPIRIMIDINE 
Inizialmente, per sintetizzare i composti uno alla volta si è optato per seguire lo stesso schema sintetico 
utilizzato nell’approccio combinatoriale (Schema 5.7).  
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Schema 5.7 Sintesi in fase solida delle DHPM. 
5.2.1 Sintesi degli addotti di Knoevenagel 
Il primo passaggio di questa sintesi prevede la formazione di un β-chetoestere, l’addotto di 
Knoevenagel, prodotto di condensazione tra un’aldeide o un chetone ed un composto facilmente 
enolizzabile (come può essere un acetoacetato), che può avvenire sia in presenza di un catalizzatore 
basico che per catalisi acida (Schema 5.8).  
 
X OR
O O
+
O
Y X OR
O O
Y
NHR'2 o H
+
 
Schema 5.8 Schema generale per la reazione di Knoevenagel. 
 
La scelta del catalizzatore basico, in genere un’ammina secondaria, è ricaduta sulla piperazina 
immobilizzata su una resina di Merrifield; questo catalizzatore di Knoevenagel in fase solida ha il 
vantaggio di ridurre notevolmente la formazione di sottoprodotti ed inoltre può facilmente essere 
rimosso per filtrazione.12 
                                                 
12 Simpson, J.; Rathbone, D.L.; Billington, D.C. Tetrahedron Lett., 1999, 40, 7031. 
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Per la funzionalizzazione della resina è stata usata la resina di Merrifield (1,23 mmol/g) 76, tenuta a 
contatto con la piperazina in diossano anidro a 70°C per 16 ore fino all’avvenuta immobilizzazione 
(Schema 5.9).13 
 
Cl N
NH
Piperazina (5 eq.)
Diossano
70°C, 16h76 77  
Schema 5.9 Reazione di immobilizzazione della piperazina su resina. 
 
La piperazina immobilizzata 77 è stata quindi filtrata e lavata nell’ordine con diossano, una miscela di 
diossano e idrossido di sodio 1M, una miscela di diossano e acqua, ancora diossano ed infine metanolo, 
poi è stata asciugata sotto vuoto.  
Per essere sicuri che l’immobilizzazione della piperazina fosse realmente avvenuta si è deciso di usare il 
test qualitativo della p-cloro anilina per le ammine secondarie. Questo test, di solito usato nella sintesi 
peptidica in fase solida quando si ha a che fare con la prolina, consiste nell’aggiungere a 5 mg di resina 
prima una soluzione al 2% di acetaldeide in dimetilformammide (DMF), successivamente una goccia di 
una soluzione al 2% di p-cloro anilina in DMF e poi si lascia a temperatura ambiente per 5 minuti. Se 
l’immobilizzazione sulla resina è avvenuta le perline di resina assumono  una colorazione blu per 
irradiazione con luce UV a 365 nm.14 Facendo lo stesso trattamento sulla resina di Merrifield 76 e sulla 
piperazina immobilizzata 77,  si nota come quest’ultima presenta la colorazione blu, mentre la resina di 
Merrifield resta incolore (Figura 5.1).  
 
 
Figura 5.1 (a) Resina di Merrifield 76 dopo il test della p-cloro anilina; (b) Piperazina immobilizzata 77 dopo il test della p-cloro anilina. 
                                                 
13 Hird, N.W.; Irie, K.; Nagai, K. Tetrahedron Lett., 1997, 38, 7111. 
14 Bojokovsky, T. Pept. Res., 1995, 8, 236. 
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Una volta ottenuta la piperazina immobilizzata su resina 77 è stata utilizzata, in etanolo a riflusso, come 
catalizzatore per ottenere i vari addotti di Knoevenagel dalle diverse coppie aldeide/acetoacetato 
(Schema 5.10). 
 
X OR
O O
+
O
Y X OR
O O
Y
EtOH, 
N
NH
78 X = Me R = Me
79 X = Py R = Et
80 Y = Ph
81 Y = 4-NO2-Ph
82 Y = 3-Indolil
83 X = Me R = Me Y = Ph
84 X = Me R = Me Y = 4-NO2-Ph
85 X = Me R = Me Y = 3-Indolil
86 X = Py R = Et Y = 3-Indolil  
Schema 5.10 Reazione di sintesi degli addotti di Knoevenagel in presenza di piperazina su resina. 
 
La reazione è stata provata su quattro combinazioni di aldeide/acetoacetato in modo da ottenere i β-
chetoesteri utili all’ottenimento di quattro delle cinque diidropirimidine che sembrano avere buona 
capacità inibitoria (Tabella 5.1).  
 
 
 
 
 
 
Tabella 5.1 Rese della reazione di formazione degli addotti di Knoevenagel catalizzate dalla piperazina (Cat. = tipo di catalizzatore). 
 
La prima prova è stata fatta utilizzando il metil acetoacetato 78, la benzaldeide 80 e la piperazina in 
soluzione: in questo caso non si è ottenuto l’addotto di Knoevenagel  83 ma una serie di sottoprodotti. 
Il composto 83 è stato invece ottenuto con il 45% di resa utilizzando la piperazina immobilizzata su 
resina 77.  
L’addotto 84, derivato dal metil acetoacetato 78 e dalla 4-nitro-benzaldeide 81, usando la stessa 
metodologia, è stato ottenuto con solo il 19% di resa; invece il prodotto 85 derivato sempre dal metil 
acetoacetato 78 per reazione con la 3-indolil-carbossialdeide 82 è stato ottenuto con una resa del 70%. 
Dalla reazione tra il picolinoil etil acetoacetato 79 e la 3-indolil-carbossialdeide  82  non si è ottenuto 
prodotto 86 ma sono stati recuperati acetoacetato e aldeide di partenza. 
PRODOTTO X R Y t Cat. RESA 
83 Me Me Ph 
96h piperazina sottoprodotti 
48h 77 45% 
84 Me Me 4-NO2-Ph 48h 77 19% 
85 Me Me 3-indolil 24h 77 70% 
86 Py Et 3-indolil 24h 77 - 
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Viste le basse rese ottenute con questa reazione, si è pensato di provare una procedura che prevede 
l’utilizzo di un acido di Lewis, ferro tricloruro esaidrato (FeCl3·6H2O), come catalizzatore invece della 
piperazina immobilizzata su resina 77 (Schema 5.11).15 
 
Me OMe
O O
+
O
Y
Me OMe
O O
Y
FeCl3·
CH3CN
80 Y = Ph
81 Y = 4-NO2-Ph
82 Y = 3-Indolil
83 Y = Ph
84 Y = 4-NO2-Ph
85 Y = 3-Indolil  
Schema 5.11 Reazione di formazione degli addotti di Knoevenagel in presenza di FeCl3·6H2O.  
 
La reazione, condotta in acetonitrile, sul metil acetoacetato 78 e le tre aldeidi 80, 81 e 82 ha portato alla 
formazione degli addotti 83 e 84 con rese discrete, migliori di quelle ottenute con la catalisi basica; il 
composto 85 invece si ottiene con resa migliore utilizzando la piperazina 77 come catalizzatore 
(Tabella 5.2). 
 
 
 
 
 
Tabella 5.2 Rese della reazione di formazione degli addotti di Knoevenagel catalizzate dall’FeCl3·6H2O (Cat. = tipo di catalizzatore). 
 
In entrambe le reazioni si ottengono miscele di isomeri (E/Z) in cui il prodotto favorito è sempre 
l’isomero (E), in una quantità che dipende dall’ingombro sterico del sostituente Y.16  
5.2.2 Reazione di Biginelli in fase solida 
Il secondo passaggio per l’ottenimento delle diidropirimidine consiste nella vera e propria reazione di 
Biginelli, o meglio in una reazione di condensazione tra l’addotto di Knoevenagel e la tiourea 
immobilizzata su resina. 
 
                                                 
15 Khan, A.T.; Parvin, T. Choudhury, L.H. Tetrahedron, 2007, 63, 5593. 
16 Tanikaga, R.; Konya, N.; Hamamura, K.; Kaji, A. Bull. Chem. Soc. Jpn., 1988, 61, 3211.  
PRODOTTO Y (E/Z) RESA 
83 Ph 66:33 53% 
84 4-NO2-Ph 100:0 65% 
85 3-indolil 90:10 15% 
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Anche questa volta per la funzionalizzazione della resina è stata usata la resina di Merrifield (1,23 
mmol/g) 76, fatta reagire con la tiourea in N-metil-pirrolidinone anidro (NMP) a 75°C per 16 ore 
(Schema 5.12).17 
 
Cl S
Tiourea (2,4 eq.)
NMP
75°C, 16h
NH2
NH76 87  
Schema 5.12 Funzionalizzazione della resina con la tiourea. 
 
La tiourea immobilizzata 87 è stata quindi filtrata e lavata nell’ordine con NMP, tetraidrofurano, 
metanolo, diclorometano, ed infine asciugata sotto vuoto. La resina funzionalizzata è stata quindi 
utilizzata nella reazione di ciclizzazione con il β-chetoestere 84, in NMP usando cesio carbonato come 
catalizzatore (Schema 5.13).17 
 
Me OMe
O O
+ S
Cs2CO3
NMP
90°C, 16h
NO2
NH2
NH
84
87
88
S N
H
N
COOMe
Me
NO2
 
Schema 5.13 Reazione di ciclizzazione su resina dell’addotto 84. 
 
Successivamente la resina è stata lavata nell’ordine con NMP, metanolo, acqua e ancora metanolo e 
lasciata asciugare sotto vuoto. Per accertarsi che la reazione fosse avvenuta, le acque di lavaggio della 
resina sono state analizzate via ESI-MS: visto che dalle analisi non sono risultate presenti neanche 
tracce dei prodotti di partenza si è concluso che la ciclizzazione è andata a completamento. 
In base alle condizioni utilizzate per il distacco della diidropirimidina dalla resina è possibile ottenere sia 
la DHPM che il suo oxo-derivato.17 In questo caso la DHPM immobilizzata 88 con una miscela di 
diossano e acetonitrile, in presenza di ammonio acetato a 65°C per 8 ore; dopo filtrazione a caldo, per 
allontanare la resina, purtroppo non è stato ottenuto nessun prodotto (Schema 5.14).   
                                                 
17 Kappe, C.O. Bioorg. Med. Chem. Lett., 2000, 10, 49. 
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NH4OAc
Diossano/CH3CN
(1:1)
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HN
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N
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Schema 5.14 Condizioni di distacco dalla resina per l’ottenimento della DHPM 89. 
 
A questo punto, dato che la reazione che porta alla formazione della diidropirimidina altro non è che 
una reazione di Biginelli, quindi una reazione multicomponente, si è pensato di provare la reazione a 
partire direttamente dall’aldeide 80 e dall’acetoacetato 78, senza isolare il β-chetoestere intermedio 83 
(Schema 5.15). 
 
Me OMe
O O
+ S
Cs2CO3
NMP
90°C, 16h
+Ph H
O
NH
NH2
78 80 87 90
S N
H
N
COOMe
Me
 
Schema 5.15 Reazione di Biginelli one-pot in fase solida. 
 
Utilizzando le stesse condizioni della reazione effettuata a partire dall’addotto di Knoevenagel, dopo il 
lavaggio della resina è stata ottenuta la diidropirimidina immobilizzata 90; anche in questo caso le acque 
di lavaggio della resina sono state analizzate via ESI-MS e non hanno riportato la presenza di reagenti di 
partenza, a dimostrazione dell’avvenuta reazione. 
Questa volta sulla stessa diidropirimidina immobilizzata 90 si è scelto di provare sia le condizioni di 
distacco viste in precedenza, che portano alla diidropirimdina 91, che il distacco dalla resina in presenza 
di una miscela di acido acetico ed acqua in diossano ed etanolo a riflusso, che permette di ottenere 
l’oxo-derivato 92 (Schema 5.16).17 
In questo modo le due DHPM 91 e 92 sono state recuperate rispettivamente con il 5% ed il 12% di 
resa. 
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Schema 5.16 Condizioni di distacco dalla resina delle diidropirimidine. 
 
5.2.3 Reazione di Biginelli senza solvente o in soluzione 
Viste le basse rese con cui sono state ottenute le diidropirimidine con l’approccio in fase solida, si è 
deciso di provare ad utilizzare una delle innumerevoli metodologie per la reazione di Biginelli one-pot in 
soluzione presenti in letteratura. 
In realtà l’approccio scelto è una procedura che non prevede utilizzo di solvente (solvent-free) e che 
utilizza come catalizzatore l’ammonio cloruro, quindi una versione green che può risultare interessante 
anche per un eventuale utilizzo in ambito industriale (Schema 5.17).18 
 
Y H
O
+ Me OMe
O O
+ H2N NH2
X
NH4Cl
100°C, 4h
HN
N
H
Y
COOMe
MeX
X= S, O, NH
78
80 Y = Ph
81 Y = 4-NO2-Ph
82 Y = 3-Indolil
91 X= NH Y = Ph
92 X= O Y = Ph
93 X= S Y = Ph
94 X= O Y = 4-NO2-Ph
95 X= S Y = 4-NO2-Ph
96 X= O Y = 3-Indolil
97 X= O Y = 3-Indolil  
Schema 5.17 Reazione di Biginelli Solvent-free. 
 
                                                 
18 Shaabani, A.; Bazgir, A.; Teimouri, F. Tetrahedron Lett., 2003, 44, 857. 
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La reazione è stata provata sul metil acetoacetato 78 utilizzando le tre aldeidi già utilizzate in 
precedenza: benzaldeide 80, 4-nitro-benzaldeide 81 e 3-indolil-carbossialdeide 82. Le prove sono state 
condotte sia in presenza di urea che in presenza di tiourea per cercare di ottenere rispettivamente gli 
oxo- ed i tio-derivati delle diidropirimidine; una prova tra metil acetoacetato 78 e benzaldeide 80 è stata 
condotta utlizzando la guanidina idrocloruro come derivato dell’urea per cercare di ottenere la 
diidropirimidina 91, ma in questo caso quello che si è ottenuto sono stati solo i reagenti di partenza e 
tracce dell’addotto di Knoevenagel 83 (Tabella 5.3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella 5.3 Rese della reazione di Biginelli Solvent-free. 
 
In questo modo sono stati ottenute con buone rese quattro tra oxo- e tio-DHPM (Schema 5.18), ma le 
reazioni con l’indolilcarbossi aldeide 82 non hanno portato ai prodotti desiderati 96 e 97. 
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COOMe
MeO
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N
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COOMe
MeO
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MeS
NO2 NO2
92 93
94 95
95% 58%
85% 67%
 
Schema 5.18 Strutture delle quattro DHPM ottenute. 
 
PRODOTTO Y X RESA 
91 Ph NH·HCl Tracce di 83 
92 Ph O 95% 
93 Ph S 58% 
94 4-NO2-Ph O 85% 
95 4-NO2-Ph S 67% 
96 3-indolil O - 
97 3-indolil S - 
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Questa reazione, pur essendo molto interessante, non permette di ottenere le desiderate 
diidropirimidine ma soltanto i loro oxo- e tio- derivati; per ottenere le diidropirimidine si è deciso di 
impiegare una procedura diversa che permette l’utilizzo della guanidina idrocloruro (Schema 5.19).19 
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81 Y = 4-NO2-Ph
98 Y = 4-OCH3-Ph
99 Y = 4-Br-Ph
100 Y = N-Boc.3-Indolil
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101 R = Et 91 Y = Ph R = Me 105
89 Y = 4-NO2-Ph R = Me 106
102 Y = 4-OCH3-Ph R = Et 107
103 Y = 4-Br-Ph R = Et 108
104 Y = N-Boc.3-Indolil R = Me 109
·HCl
 
Schema 5.19 Reazione di Biginelli con la guanidina idrocloruro. 
 
La reazione viene condotta in dimetilformammide a 70°C, in presenza di quantità catalitiche di 
carbonato acido di sodio ma se non la si interrompe entro 2 ore comincia a formarsi una pirimido[1,2-
a]pirimidina; se si lascia la reazione per oltre 4 ore si ottiene quasi esclusivamente il prodotto biciclico 
(Tabella 5.4).20  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella 5.4 Rese della reazione di Biginelli con la guanidina idrocloruro. 
 
Oltre a provare la reazione con le solite benzaldeide 80 e 4-nitro-benzaldeide 81 con il metil 
acetoacetato 78, sono state utilizzate anche la p-anisaldeide 98 e la p-bromo benzaldeide 99 entrambe 
con l’etil acetoacetato 101. Inoltre, dato che nelle prove precedenti la 3-indolil-carbossialdeide non 
aveva dato il prodotto sperato, si è pensato di proteggere l’azoto indolico con il gruppo Boc (Schema 
5.20). 
                                                 
19 Vanden Eynden, J.J.; Hecq, N.; Kataeva, O.; Kappe, O.C. Tetrahedron, 2001, 57, 1785. 
20 Milcent, R.; Malanda, J.-C.; Barbier, G.; Vaissermann, J. J. Heterocyclic Chem., 1997, 34, 329. 
Y R t RESA 
Ph Me 4h 11% (91) + 75% (105)  
Ph Me 2h 31% (91) + 23% (105) 
4-NO2-Ph Me 2h 72% (89) + 16% (106) 
4-OCH3-Ph Et 2h 46% (102) + 28% (107) 
4-Br-Ph  Et 2h 80% (103) + 6% (108) 
N-Boc-3-indolil Me 2h 36% (104) + 5% (109) 
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NHH Boc2O
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82 10094%  
Schema 5.20 Reazione di protezione della 3-indolil-carbossialdeide 82. 
 
A partire dall’aldeide 100, per trattamento con di-tert-butil dicarbonato (Boc2O) e dimetilammino 
piridina (DMAP) in  diclorometano, si è ottenuta la diidropirimidina 104 con il 36% di resa, e da questo 
composto per semplice deprotezione dal gruppo Boc è possibile ottenere una delle cinque 
diidropirimidine  che hanno mostrato capacità inibitorie interessanti nei confronti della β-secretasi, 
all’interno delle librerie di composti.  
La reazione di formazione della diidropirimidina 104 è stata provata anche a partire dall’addotto di 
Knoevenagel 110, anch’esso ottenuto per protezione dell’azoto indolico del β-chetoestere 85 con 
Boc2O e DMAP, purtroppo però partendo dall’addotto di Knoevenagel la reazione non avviene 
(Schema 5.21). 
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Schema 5.21 Schema di ottenimento della diidropirimidina 104 a partire dall’addotto di Knoevenagel 85. 
 
Riassumendo, utilizzando la guanidina idrocloruro, sono state sintetizzate 5 diidropirimidine, inoltre 
variando il tempo di reazione è stato possibile ottenere anche cinque prodotti biciclici, di cui uno 
soltanto (il composto 105) è stato isolato, mentre gli altri sono stati solo caratterizzati via ESI-MS 
(Schema 5.22). Di questi composti due sono tra le DHPM scelte all’inizio (91 e 89) e una è un diretto 
precursore di un’altra diidropirimidina che ha mostrato capacità inibitorie interessanti nei confronti 
della β-secretasi (104). 
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Schema 5.22 Strutture delle diidropirimidine e dei composti biciclici ottenuti. 
 
Le diidropirimidine sono in realtà molecole asimmetriche, in questo caso sono state sintetizzate in 
miscela racemica, ma sarebbe interessante provare ad ottenerle in forma enantiomericamente pura. 
5.3 SAGGI DI ATTIVITA’ BIOLOGICA 
Per valutare l’attività biologica delle molecole sintetizzate, ossia il loro effetto inibitore sull’enzima β-
secretasi, sono stati condotti dei saggi cinetici di tipo fluorimetrico simili a quelli già condotti sull’HIV 
proteasi. Anche in questo caso la tecnica utilizzata è il FRET (intramolecular fluorescence resonance energy 
transfer), ma in questo caso il substrato peptidico è legato ai gruppi EDANS (fluorescence donor) e 
DABCYL (fluorescence acceptor) (Schema 5.23).  
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donatore di f luorescenza
DABCYL
Acido-4-((4-aminofenil)diazenil)benzoico
Quencher di fluorescenza  
Schema 5.23 Strutture dell’EDANS e del DABCYL. 
 
Nella forma non scissa del substrato polipeptidico, le emissioni fluorescenti del gruppo EDANS 
vengono spente dalla vicinanza della porzione DABCYL: la distanza tra questi due gruppi all’interno 
del substrato è scelta in modo che solo una volta avvenuta la scissione del substrato ad opera della β-
secretasi ci sia effettivo rilascio del segnale fluorescente (Schema 5.24).   
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Schema 5.24 Substrato peptidico della β-secretasi contenente il legame scissile. 
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Il livello dell’attività enzimatica della β-secretasi nel campione è proporzionale al livello di intensità di 
fluorescenza misurata, e può essere quantificato attraverso un saggio cinetico in cui il rilascio di 
fluorescenza viene seguito nel tempo per determinare una velocità iniziale di idrolisi del substrato, 
valutabile in assenza ed in presenza di varie concentrazioni di inibitore. 
Negli esperimenti condotti è stata monitorata l’attività dell’enzima misurando l’incremento dell’intensità 
di fluorescenza nel tempo. Al campione contenente substrato ed enzima sono state quindi aggiunte le 
molecole sintetizzate a diverse concentrazioni: l’effetto di inibizione porta ad un arresto dell’incremento 
di fluorescenza che è tanto più marcato quanto più la molecola agisce da inibitore sull’enzima (Figura 
5.2). 
 
 
Figura 5.2 Curve di fluorescenza. 
 
La velocità dell’enzima viene ricavata per interpolazione lineare delle curve di fluorescenza e 
corrisponde al coefficiente angolare di tali curve (Figura 5.3). Dal rapporto tra la velocità della reazione 
inibita e di quella non inibita si ricava invece l’attività residua dell’enzima.  
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Figura 5.3 Interpolazione lineare delle curve di fluorescenza. 
 
L’emissione di fluorescenza del frammento del polipeptide avviene alla lunghezza d’onda di 505 nm 
quando la molecola viene eccitata. Dato che anche le diidropirimidine da testare sono molecole 
altamente coniugate, potenzialmente in grado di emettere fluorescenza a lunghezze d’onda simili, in via 
preliminare sono stati registrati gli spettri di fluorescenza delle molecole poi saggiate sulla β-secretasi, al 
fine di verificare che la loro fluorescenza intrinseca non interferisse con la misura sull’enzima. 
Tutte le molecole testate presentano emissione di fluorescenza molto bassa, per cui nei saggi cinetici 
tale emissione è stata considerata trascurabile (Figura 5.4).  
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Figura 5.4 Spettro di fluorescenza del composto 91. 
 
 
5.3.1 Misure di inibizione sulla β-Secretasi 
Tra tutte le diidropirimidine ed i loro derivati sintetizzati con le diverse metodologie della reazione di 
Biginelli, cinque sono state testate nei confronti della β-secretasi con il saggio fluorimetrico di cui è 
stato appena descritto il funzionamento (Schema 5.25), in Figura 5.5 sono riportate anche le curve di 
inibizione. 
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Schema 5.25 Strutture delle molecole testate nei saggi fluorimetrici. 
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Come si può notare, i valori di IC50 ottenuti sono tutti dell’ordine del micromolare, risultato interessante 
perché i valori ottenuti sono abbastanza vicini a quelli già riportati in letteratura per  piccoli composti 
eterociclici contenenti funzioni guanidiniche. 
Purtroppo le molecole testate sono poche  per avere un’idea precisa sul modus operandi di questi 
composti all’interno del sito attivo dell’enzima, ma si possono fare alcune osservazioni: 
 La capacità inibitoria aumenta per X = O > S > NH; 
 I composti biciclici mostrano attività inibitoria confrontabile con gli oxo-derivati; 
 Il sostituente sul gruppo fenile di Y sembra non avere grossi effetti sull’attività degli inibitori. 
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Figura 5.5 Curve di inibizione delle molecole testate nei saggi fluorimetrici. 
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6.1   STRUMENTAZIONE 
 
Gli spettri 1H-NMR a 500 MHz e 13C-NMR a 125 MHz sono stati registrati con uno spettrometro 
Varian Gemini 500, gli spettri 1H-NMR a 400 MHz sono stati registrati con uno strumento Jeol JNM-
EX400, quelli 1H-NMR a 270 MHz e 13C-NMR a 67.5 MHz utilizzando un Jeol JNM-EX270 . Tutti gli 
spettri sono stati registrati in soluzione di CDCl3, utilizzando Me4Si (TMS) come standard interno, 
oppure in soluzione di DMSO. I chemical shifts sono riportati in ppm utilizzando il segnale del 
solvente residuo come riferimento esterno (CDCl3: δH = 7.26 ppm, δC = 77.16 ppm ; DMSO: δH = 
2.50 ppm, δC = 39.52 ppm; CD3OD: δH = 3.31 ppm, δC = 49.00 ppm). Le costanti di accoppiamento 
(J) sono espresse in Hz e le molteplicità sono espresse come: s (singoletto), d (doppietto), t (tripletto), q 
(quartetto), quint. (quintetto), m (multipletto), dd (doppio doppietto), br (picco slargato). 
Gli spettri di massa ESI (ElectroSpray Ionization) sono stati registrati con uno spettrometro API 1 
Perkin-Elmer SICIEX a 5600 eV, presso il Dipartimento di Scienze e Tecnologie Chimiche  e 
Farmaceutiche dell’Università degli Studi di Trieste dal Dott. Fabio Hollan . 
I punti di fusione (p.f.) sono stati determinati con apparecchio Büchi SMP-20 e non sono stati corretti. 
Le misure di attività ottica ([α]) sono state effettuate con un polarimetro Perkin-Elmer 261, alla 
lunghezza d’onda della riga D del sodio (λ=581 nm).  
Gli spettri IR sono stati registrati con uno strumento AVATAR 320 a trasformata di Fourier. 
Gli spettri di fluorescenza sono stati registrati su uno spettrometro Perkin Elmer LS50B. 
Le cromatografie flash su colonna di gel di silice sono state eseguite usando come fase stazionaria 
Silica-Gel 60 (Merck) (230400 Mesh). La Cromatografia su strato sottile (TLC) è stata condotta 
utilizzando lastre di plastica Merck ricoperte con uno strato di Silica-Gel 60F-254 dello spessore di 0.25 
mm, che sono state poi sviluppate con I2, con una soluzione acquosa di KMnO4 e H2SO4, oppure con 
una soluzione alcolica (EtOH) di  p-anisaldeide. 
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6.2 MATERIALI E METODI 
 
I reattivi sono stati comprati da Sigma-Aldrich, Fluka, Bachem o da ACROS Organics e usati così come 
ricevuti (tranne dove diversamente specificato); i solventi sono stati acquistati da Sigma-Aldrich, Fluka, 
VWR e quelli deuterati da Sigma-Aldrich, VWR e Cambridge Isotope Laboratories. 
I solventi anidri sono stati ottenuti come segue: il tetraidrofurano (THF) è stato distillato, anidrificato 
su KOH e ridistillato da sodio-benzofenone; il toluene e il dietil etere (Et2O) sono stati distillati da 
sodio metallico;  il diclorometano (DCM) e il cloroformio (CH3Cl) sono stati seccati su CaCl2 e 
distillato. L’acetonitrile e la dimetilformammide (DMF) anidridi sono stati acquistati dalla Sigma-
Aldrich. Il metanolo (MeOH) e l’etanolo (EtOH) sono stati anidrificati su CaH2 e quindi distillati. 
Le reazioni a bassa temperatura sono state effettuate utilizzando dei bagni criostatici ottenuti da miscele 
di vari solventi, in base alla temperatura desiderata: Acetone/N2 liquido (-78°C), ghiaccio/NaCl (-
10°C); ghiaccio/H2O (0°C). 
Quando erano richieste condizioni anidre, i palloni di reazione sono stati anidrificati a caldo sotto vuoto 
e lasciati sotto un cosante flusso di Ar per mantenere l’atmosfera inerte. 
6.3 PROCEDURE SPERIMENTALI 
 
6.3.1  CAPITOLO 2 
 
BocHN
OMe
O  
 
(S)-Metil 2-(tert-butossicarbonilamino)-3-fenilpropanoato (32) [51987-73-6]:1 
Ad una sospensione di L-fenilalanina Boc-protetta (31) (10.0 g, 37.7 mmol) e KHCO3 (7.54 g, 75.4 
mmol) in DMF anidra (80 mL), è stato aggiunto metil ioduro (11.8 mL, 188.5 mmol). Dopo 18h sotto 
                                                 
1 Ostric, A.Università di Trieste Tesi di Dottorato  XXIII Ciclo, 99. 
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agitazione a temperatura ambiente, la reazione è stata versata in acqua (240 mL) ed estratta con EtOAc 
(6x4 mL). Le fasi organiche riunite sono state poi lavate con una soluzione acquosa satura di NaCl, 
anidrificate su Na2SO4 ed il solvente rimosso a pressione ridotta. Il residuo è stato purificato su colonna 
di gel di silice usando come eluente EOAc a dare 10.3 g (98%) di un solido bianco.  
1H-NMR (CDCl3, 270 MHz): δ 1.42 (s, 9H, 
tBu (Boc)); 3.08 (m, 2H, -CH2Ph); 3.71 (s, 3H, -OCH3); 4.59 
(q, 1H, J =7.05, -CαH ); 4.97 (d, 1H, J =6.81, -NH); 7.11-7.32 (m, 5H, Ar). 
13C-NMR (CDCl3, 67.5 MHz): δ 28.32 ((CH3)3C- (Boc)); 38.42 (CH2Ph); 52.28 (-OCH3); 54.48 (-CαH); 
80.03 (-C(CH3)3 (Boc)); [127.26, 128.79, 129.53, 136.25 (Ar)]; 155.13 (C=O ((Boc)); 167.71 (-C=O). 
ESI-MS: (m/z)  302.3[M+Na+]. 
[αD]
25 (CH2Cl2, c = 0.22) = +60.4 (Rif. (CH2Cl2, c = 0.22) = +60.4). 
2 
IR(cm-1, NaCl): 3360 (-NH); 1715 (C=O); 1683 (C=O). 
 P.f.: 60-64°C. 
 
BocHN
O
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(S)-Tert-butil 4-(dimetossifosforil)-3-oxo-1-fenilbutan-2-ilcarbamato (10) [1313706-00-1]:3 
Ad una soluzione di dimetilmetilfosfonato (10.1 mL,102.0 mmol) in THF anidro (100 mL) raffreddata a 
–78 °C sotto atmosfera di argon, è stata aggiunta una soluzione di n-BuLi in esano 1.6M (63.7 mL, 
102.0 mmol) goccia a goccia, facendo in modo che la temperatura non superasse i –60 °C. La miscela  
di colore giallo fosforescente, è stata agitata per 3h a -78°C, quindi è stata lentamente aggiunta una 
soluzione di N-Boc-L-fenilalanina metilestere (32) (4.7 g, 17 mmol) in THF anidro (50 mL). La 
soluzione gialla è stata agitata per due ore a –78 °C e per un’ora a –30 °C, quindi neutralizzata con una 
soluzione acquosa di acido citrico al 20%; la fase acquosa è stata estratta con acetato d’etile (3x50 mL). 
Le fasi organiche riunite lavate con una soluzione acquosa satura di NaHCO3, una soluzione satura di 
                                                 
2 Meyer, F.-M.; Liras, S.; Perez-Guzman, A.; Perreault, C.; Bian, J.; James, K. Org. Lett., 2010, 12, 3870. 
3 Ostric, A.Università di Trieste Tesi di Dottorato  XXIII Ciclo, 102. 
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NaCl e anidrificate su Na2SO4. Il solvente è stato  rimosso mediante distillazione a pressione ridotta ed 
il prodotto grezzo purificato per cristallizzazione da Et2O a freddo (-15°C). Sono stati così ottenuti 5.8 
g (92%) di un solido bianco. 
1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ 1.32 (s, 9H, 
tBu (Boc)); 2.87 (dd, 1H, 2J = 13.97, 1J = 7.95, -CH2Ph); 3.02  
(dd, 1H, 2J = 22.33, 1J = 14.14, -CH2PO); 3.12 (dd, 1H, 
2J = 13.91, 1J = 4.74, -CH2Ph); 3.18 87 (dd, 1H, 
2J 
= 22.40, 1J =14.11, -CH2PO);  3.68 (d, 3H, JP-H =11.04, -OCH3); 3.71 (d, 3H, JP-H =11.22, -OCH3);  4.50 
(q, 1H, J =6.24, -CαH ); 5.25 (d, 1H, J =7.67, -NH); 7.12-7.25 (m, 5H, Ar). 
13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ 28.11 ((CH3)3C- (Boc)); 36.86 (CH2Ph); 38.39 (d, J =146.32, -CH2P);  
53.09(d, J = 2.91 , -OCH3); 53.14(d, J = 2.96, -OCH3);  61.25 (-CαH); 80.15 (-C(CH3)3 (Boc)); [127.28, 
128.99, 129.70, 136.89 (Ar)]; 155.86 (C=O ((Boc)); 201.85 (d, J= 6.70, -C=O). 
ESI-MS: (m/z)  394.3[M+Na+]; 394.4 [M+K+]. 
[αD]
20 (CH3OH, c = 0.4) = -52.3. 
IR(cm-1, NaCl): 3285 (NH),1722 (C=O), 1712 (C=O), 1227 (P=O). 
 P.f.: 62-65°C. 
 
N
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Benzil 2-oxopirrolidina-1-carbossilato (19)[ 14468-80-5]:4 
Ad una soluzione di 2-pirrolidinone (18) (1,53 mL, 20.0 mmol) in DMF anidra (25 mL) raffreddata a 0 
oC è stata aggiunta una dispersione di NaH al 60% in olio minerale (0.72 g, 30.0 mmol). Dopo aver 
agitato la miscela per 15 minuti, è stata aggiunta una soluzione di benzilossicarbonil cloruro (4.22 
mL,30.0 mmol) in DMF anidra (15 mL). La miscela è stata agitata fino a completezza della reazione, 
versata lentamente in acqua ghiacciata ed estratta ripetutamente con EtOAc (6x20 mL). Le fasi 
organiche riunite sono state lavate successivamente con acqua, una soluzione acquosa satura di NaCl e 
quindi anidrificate su sodio solfato. Il solvente è stato rimosso a pressione ridotta ed il prodotto grezzo 
                                                 
4 Campaner, P.Università di Trieste Tesi di Dottorato  XIX Ciclo, 147. 
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purificato mediante cromatografia su colonna di gel di silice utilizzando come eluente [DCM/EtOAc 
(6:4)] per dare 3.34g (76%) di un olio incolore. 
1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ 2.04 (quint., 2H, J =7.64, -CH2CH2CH2); 2.54 (t, 2H, J =8.03; -CH2CO); 
3.82 (t, 2H, J =7.04; -CH2N);  5.29 (s, 2H, -CH2Ph); 7.34-7.45 (m, 5H, -Ph). 
 13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ 17.64 (-CH2CH2CH2); 32.94 (-CH2CO); 46.64 (-CH2N); 68.32  (-
CH2Ph); [128.87, 129.05, 129.25, 136.04 (Ph)]; 147.28 (C=O (Cbz)); 174.87 (C=O). 
ESI-MS: (m/z) 220.0 [M+H+]; 242.0 [M+Na+]; 258.0 [M+K+]. 
 
6.3.2  CAPITOLO 3 
 
BocHN
O
 
 
(S,E)-Tert-butil 3-oxo-1,7-difenilept-4-en-2-ilcarbamato (39):5 
Ad una soluzione di fosfonato (10) (1,02 g, 2.75 mmol) in etanolo assoluto, tenuta sotto agitazione in 
atmosfera inerte a temperatura ambiente, è stata aggiunta la fenilpropion aldeide (38) (0.37 mL, 2.75 
mmol); poi alla miscela è stato aggiunto K2CO3 (0.25 g, 1.81 mmol), precedentemnte tenuto in stufa a 
65°C per 16h, in piccole porzioni durante 15 minuti e quindi la reazione è stata lasciata sotto agitazione. 
Dopo 18h la reazione è stata interrotta filtrando il solido, la fase organica è stata lavata con acqua (2x25 
mL) ed il solvente evaporato a pressione ridotta. Senza ulteriori purificazioni, sono stati ottenuti 1,03 g 
(99%) di un solido bianco. 
 
1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ 1.42 (s, 9H, 
tBu (Boc)); 2.52 (q, 2H, J =7.06, -CH2CH2); 2.74 (t, 2H, J 
=7.48, -CH2CH2Ph); 2.93 (dd, 1H, 
2J = 13.72, 1J = 5.53, -CH2Ph); 3.06 (dd, 1H, 
2J = 13.77, 1J = 6.53, -
CH2Ph); 4.78 (q, 1H, J = 6.72, -CαH ); 5.25 (d, 1H, J =7.23, -NH); 6.12 (d, 1H, J =15.77, -
CH2CH=CH); 6.94 (m, 1H, -CH=CHCO); 7.06-7.32 (m, 10H, Ph). 
                                                 
5 Ostric, A.Università di Trieste Tesi di Dottorato  XXIII Ciclo, 121-127. 
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13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ 28.26 ((CH3)3C (Boc)); 34.10 (-CH2CH2Ph); 34.17(-CH2CH2Ph); 38.37(-
CH2Ph); 58.35 (-CαH); 79.84 (-C(CH3)3 (Boc));  [126.64, 127.23, 128.23, 128.96, 130.10, 136.58 (Ar)]; 
140.98 (-CH=CH-CH2);  148.94 (-CH=CH-CH2); 155.59 (C=O ((Boc)); 198.02 (C=O). 
ESI-MS: (m/z) 402.0 [M+Na+]; 418.1[M+K+]. 
IR(cm-1, NaCl): 3358 (-NH); 2979 (CH=CH); 1688 (C=O); 1633 (C=O). 
 [αD]
20 (CHCl3, c = 1.05) = +12.8. 
P.f. = 98-101 °C. 
 
BocHN
O N3
 
 
Tert-butil (2S,5S)-5-azido-3-oxo-1,7-difenileptan-2-ilcarbamato (40a):5 
Ad una soluzione di trimetilsilil azide (TMSN3) (3.5 mL, 26.4 mmol) e acido acetico (1.51 mL, 26.4 
mmol) in DCM anidro (150 mL), tenuta sotto agitazione a temperatura ambiente per 20 minuti, è stata 
aggiunta una soluzione di enone (39) (2.0 g, 5.2 mmol) e brucina (0.41 g, 1.04 mmol) sempre in DCM 
(75 mL). La reazione è stata seguita mediante cromatografia su strato sottile usando come eluente 
[EP/Et2O (1:1)]. Una volta portata la reazione a completamento, il grezzo è stato fatto passare 
attraverso una corta colonna di gel di silice eluita con DCM ed il solvente evaporato a pressione ridotta. 
Il grezzo così ottenuto è una miscela dei due diasteroisomeri in rapporto (3:1). Il diasteroisomero più 
abbondante  (40a) è stato isolato per cristallizzazione da esano a freddo e si presenta come un solido 
bianco aghiforme, 1.53 g (75%).   
 
1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ 1.41 (s, 9H, 
tBu (Boc)); 1.71 (q, 2H, J =10.94, -CH2CH2Ph); 2.39 (dd, 
1H, 2J = 17.80, 1J = 4.38, -CH2Ph); 2.64 (m, 1H, -CH2CH2Ph); 2.71 (m, 2H, -CH2Ph e -CH2CH2Ph); 
3.00 (m, 2H, -CH2CO); 3.80 (m, 1H, -CHN3); 4.48 (q, 1H, J = 6.99, -CαH ); 5.07 (d, 1H, J =6.54, -NH); 
7.15-7.31 (m, 10H, Ph). 
13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ 28.15 ((CH3)3C (Boc)); 32.08 (-CH2CH2Ph); 36.09 (-CH2CH2Ph); 37.48 
(-CH2CHN3); 45.37 (-CH2CO); 57.34 (-CαH); 60.15 (-CHN3); 80.40 (-C(CH3)3 (Boc));  [126.57, 127.55, 
128.77, 128.95, 129.21, 129.58, 136.37, 141.20 (Ar)]; 155.80 (C=O ((Boc)); 207.78 (C=O). 
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ESI-MS: (m/z) 445.1 [M+Na+]. 
IR(cm-1, NaCl): 3336 (NH); 2977 (N3); 1707 (C=O).  
 [αD]
20 (CHCl3, c = 0.73) = +1.8. 
P.f. = 91-94 °C. 
 
BocHN
OH N3
 
 
Tert-butil (2S,3R,5S)-5-azido-3-idrossi-1,7-difenileptan-2-ilcarbamato (41a):5 
Ad una soluzione di azido chetone (40a) (0.16 mg, 0.38)in MeOH (5 mL) a 0°C è stato aggiunto poco 
per volta NaBH4 (14.4 mg, 0.38 mmol). La reazione è stata seguita mediante cromatografia su strato 
sottile usando come eluente [EP/Et2O (1:1)]. Una volta portata a completamento, la reazione è stata 
spenta con una soluzione acquosa satura di NH4Cl ed estratta con EtOAc (2x10 mL). Le fasi organiche 
riunite sono state lavate con una soluzione satura di NaCl, anidrificate su Na2SO4, filtrate ed solvente 
evaporato a pressione ridotta. Il grezzo così ottenuto è una miscela dei due diasteroisomeri in rapporto 
(2:1). Il diasteroisomero più abbondante (41a) è stato isolato per cristallizzazione da etere di petrolio a 
freddo e si presenta come un solido bianco aghiforme, 73.3 mg (63%).   
 
1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ 1.36 (s, 9H, 
tBu (Boc)); 1.63 (m, 2H, -CH2CHOH); 1.90 (m, 2H, -
CH2CHN3); 2.77 (m, 3H, -CH2Ph e -CH2CH2Ph); 2.89 (dd, 1H, 
2J = 14.13, 1J = 5.04, -CH2Ph); 3.43 (br, 
1H, -CHOH); 3.68 (m, 1H, -CHN3); 3.83 (m, 1H, -CαH); 3.90 (m, 1H, -CHOH ); 4.56 (br, 1H, -NH); 
7.20-7.33 (m, 10H, Ph). 
13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ 28.17 ((CH3)3C (Boc)); 32.39 (-CH2CH2Ph); 36.19 (-CH2Ph); 36.88 (-
CH2CHOH); 37.81 (-CH2CHN3); 57.32(-CαH); 59.34 (-CHN3); 71.01 (-CHOH); 80.22 (-C(CH3)3 
(Boc));  [126.50, 127.01, 128.79, 128.94, 129.12, 129.58, 138.09, 141.54 (Ar)]; 157.23 (C=O ((Boc)). 
ESI-MS: (m/z) 447.1 [M+Na+]; 463.1[M+K+] 
IR(cm-1, NaCl): 3583 (OH); 3354 (NH); 2360 (N3); 1682 (C=O). 
 [αD]
20 (CHCl3, c =0.22) = +2.5 
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P.f. =  150-153°C. 
 
Procedura generale per la sintesi dei triazoli: 
A) Ad una soluzione di azidoalcol (41a) (226.2 mg, 0.53 mmol) in tert-butanolo (20 mL) posta in 
un tubo chiuso, sono stati aggiunti nell’ordine CuSO4 (13.2 mg, 0.05 mmol), rame metallico in 
trucioli e 4-metil-1-pentino (42) (71.3 μL, 0.6 mmol). L’andamento della reazione è stato 
seguito via ESI-MS e una volta a completamento, dopo 8 giorni, il solvente è stato evaporato ed 
il grezzo ripartito tra EtOAc e acqua. Le fasi acquose sono state estratte con EtOAc e le fasi 
organiche riunite sono state lavate con una soluzione acquosa satura di NaCl, anidrificate su 
Na2SO4 ed il solvente evaporato a pressione ridotta.
5 
B) In una provetta tappata, sono stati sciolti in  5 mL di una miscela CH3CN/H2O (1:1) 
l’azidoalcol (41a) (212.1 mg, 0.5 mmol), il 4-metil-1-pentino (42) (58.8 μL, 0.5 mmol) ed il CuI 
(9.5 mg, 0.05 mmol). La provetta è stata posta nel reattore a microonde con la temperatura 
impostata sui 100°C (200W) per 30 minuti. Trascorso questo tempo, nella provetta è stata 
aggiunta acqua ed il prodotto estratto con etile acetato. Le fasi organiche riunite sono state 
lavate con una soluzione satura di NaCl e anidrificate su Na2SO4. Il solvente è stato rimosso a 
pressione ridotta ed il grezzo purificato mediante cromatografia flash su colonna di gel di silice 
usando come eluente [EP/EtOAc (6:4)]. 
 
 
 
 
  
 
 
Tert-butil (2S,3R,5S)-3-idrossi-5-(4-isobutil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,7-difenileptan-2-ilcarbamato 
(43):5 
Seguendo la procedura generale A) sono stati ottenuti 213.5 mg (80%) di un olio marroncino (seguendo 
la procedura B) la resa è stata solo del 13%). 
1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ  0.93 (dd, 6H, , 
2J = 6.71, 1J = 2.09, -CH(CH3)2); 1.35 (s, 9H, 
tBu (Boc)); 
1.63 (m, 2H, -CH2CHOH); 1.90 (m, 1H, -CH2CHOH); 1.97(m, 1H, -CH(CH3)2); 2.16 (m, 2H, -
CH2CH2Ph); 2.40 (m, 2H, -CH2CH2Ph); 2.60(m, 2H, -CH2CH(CH3)2); 2.71 (m, 2H,-CH2Ph); 3.10 (d, 1H, 
BocHN
OH
Ph
N
N
N
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J = 10.35, -CHOH); 3.73 (s, 1H, -CαH); 3.95 (m, 1H, -CHOH); 4.56 (d, 1H, J = 6.73, -NH);  4.75 (m, 
1H, -CHNTriazolo ); 7.07-7.29 (m, 11H, Ph e -CHTriazolo). 
13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ 22.19 (-CH(CH3)2); 28.22 ((CH3)3C (Boc)); 28.42 (-CH(CH3)2);  32.11 (-
CH2CH2Ph); 34.69 (-CH2CH(CH3)2); 36.21 (-CH2CH2Ph); 37.32 (-CH2Ph); 39.59 (-CH2CHOH); 56.58 
(-CαH); 57.26 (-CHNTriazolo); 80.22 (-C(CH3)3 (Boc)); 122.04 (-CHTriazolo); [126.60, 126.90, 128.76, 128.95, 
129.51, 137.97, 140.98 (Ar)]; 157.16 (C=O ((Boc)). 
ESI-MS: (m/z) 507.2[M+H+]; 529.3 [M+Na+].  
IR(cm-1, NaCl): 3583 (OH); 3356 (NH); 2957 (C=C); 2360 (N3); 1691 (C=O). 
 [αD]
20 (CHCl3, c = 0.8) = -1.5. 
P.f. = 137-141°C. 
 
H2N
OH
Ph
N
N
N
 
 
(2S,3R,5S)-2-Amino-5-(4-isobutil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,7-difenileptan-3-olo (44):5 
Il triazolilalcol N-Boc-protetto (43) (96.9 mg, 0.19 mmol) è stato sciolto in una soluzione  al 40% di 
acido trifluoroacetico in DCM (1 mL/100 mg di triazolo) e la miscela è stata agitata per 1h. Il solvente è 
stato allontanato per distillazione a pressione ridotta e l’eccesso di TFA rimosso per coevaporazione 
con Et2O (5x20 mL). Il residuo, un olio marroncino, è stato utilizzato senza ulteriori purificazioni. 
 
1H-NMR (CDCl3, 270 MHz): δ  0.89 (d, 6H, , J = 5.77, -CH(CH3)2); 1.22 (m, 1H, -CH(CH3)2);  1.89 (m, 
2H, -CH2CHOH); 2.00 (m, 1H, -CH2CHOH); 2.16 (m, 2H, -CH2CH2Ph); 2.41 (m, 2H, -CH2CH2Ph); 
2.58 (m, 2H, -CH2CH(CH3)2); 2.96 (m, 2H,-CH2Ph); 3.40 (m, 1H, -CHOH); 3.61 (m, 1H, -CαH); 3.94 (m, 
1H, -CHOH); 4.22 (d, 1H, J = 10.08, -NH);  4.61 (m, 1H, -CHNTriazolo ); 7.02-7.28 (m, 11H, Ph e -
CHTriazolo). 
13C-NMR (CDCl3, 67.5 MHz): δ 22.02 (-CH(CH3)2); 28.30 (-CH(CH3)2);  32.06 (-CH2CH2Ph); 32.74 (-
CH2CH(CH3)2); 36.83 (-CH2CH2Ph); 37.83 (-CH2Ph); 57.68 (-CH2CHOH); 60.34 (-CαH); 65.62 (-
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CHNTriazolo); 124.09 (-CHTriazolo); [126.83, 127.95, 128.39, 128.58, 128.95, 129.35, 129.49, 135.15, 139.63 
(Ar)]. 
ESI-MS: (m/z) 407.1[M+H+].  
 
N
H
OH
Ph
N
N
N
O
N
 
 
N-((2S,3R,5S)-3-idrossi-5-(4-isobutil-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1,7-difenileptan-2-il)picolinamide 
(37):5 
Ad una soluzione di acido picolinico (37.1 mg, 0.30 mmol) in DCM, sotto atmosfera inerte, è stato 
aggiunto HOBt (39.2 mg, 0.29 mmol) e poi a 0°C è stata aggiunta la NMM (63.8 μL, 0.58 mmol) e la 
reazione lasciata sotto agitazione per 20 minuti. A questo punto sono stati aggiunti nell’ordine una 
soluzione del triazolo deprotetto (44) (116.6 mg, 0.29 mmol) in DCM goccia a goccia, e l’EDC (61.15 
mg, 0.32 mmol). La miscela di reazione è stata quindi lasciata sotto agitazione a temperatura ambiente 
per 16h. Una volta portata a completamento, alla reazione è stata aggiunta una soluzione acquosa di 
acido citrico al 5% fino al raggiungimento del pH=6. Le due fasi sono state separate e la fase organica 
lavata con una soluzione acquosa satura di NaHCO3, una soluzione satura di NaCl e anidrificata su 
Na2SO4. Il solvente è stato allontanato per evaporazione a pressione ridotta ed il grezzo purificato 
mediante cromatografia flash su colonna di gel di silice usando come eluente [EP/EtOAc(1:1)]. Sono 
stati così ottenuti 82.0 mg (53%) di un olio incolore. 
1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ  0.91 (dd, 6H, 
2J = 6.64, 1J = 2.16, -CH(CH3)2); 1.94 (m, 1H, -CH(CH3)2);  
1.94 (m, 2H, -CH2CHOH); 2.12 (m, 1H, -CH2CHOH); 2.24 (m, 1H, -CH2CHOH); 2.39 (m, 1H, -
CH(CH3)2); 2.43 (m, 2H, -CH2CH2Ph); 2.58 (m, 2H, -CH2CH(CH3)2); 2.88 (m, 2H,-CH2Ph); 3.23 (d, 1H, 
J = 11.19, -CHOH); 4.22 (q, 1H, J = 7.18,  -CαH); 4.54(br, 1H, -CHOH); 4.75 (m, 1H, -CHNTriazolo ); 
7.05-7.25 (m, 10H, Ph ); 7.41 (m, 1H, Ar); 7.81 (m, 1H, Ar ); 8.09 (m, 1H, Ar ); 8.16(d, 1H, J = 7.23, -
NH); 8.49 (m, 1H, Ar). 
13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ 22.39 (-CH(CH3)2); 28.78 (-CH(CH3)2);  32.36 (-CH2CH2Ph); 34.88 (-
CH2CH(CH3)2); 36.77 (-CH2CH2Ph); 37.41 (-CH2Ph); 38.78(-CH2CHOH); 57.53 (-CαH); 57.93 (-
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CHNTriazolo); 70.12 (-CHOH); [122.05, 122.36, 126.24, 126.57, 126.72, 128.45, 128.58, 128.70, 129.16, 
137.41, 137.52, 140.66, 146.63, 148.29, 149.09 (Ar)]; 165.69 (C=O). 
ESI-MS: (m/z) 512.2 [M+H+]; 534.2 [M+Na+]; 550.2 [M+K+].  
 
Condizioni sperimentali per il saggio di inibizione dell’HIV Proteasi 
I saggi sono stati effettuati registrando l’aumento di fluorescenza dovuto alla scissione, da parte della 
proteasi, del substrato fluorogenico Abz-NF*-6 (PM= 940.0). Per questo substrato sono state misurate, 
utilizzando la HIV1-PR sintetica, le seguenti costanti: Km=  37±8 μM; Vmax = 690±90 mmol·min
-1· (mg 
proteasi)-1; Kcat = 0.29±0.03s
-1; Kcat/Km = 7.8±0.3 mM
-1. 
Preparazione dei tamponi: 
 Tampone MES: 100 mM Acido 2-[N-morfolino]-etansolfonico (MES)/NaOH, pH=5.5; 400 
mM NaCl; 1 mM  acido etilendiamminotetracetico (EDTA); 1 mM ditiotreitolo (DTT). 
 Tampone MES/BSA: 100 mM Acido 2-[N-morfolino]-etansolfonico (MES)/NaOH, 
pH=5.5; 400 mM NaCl; 1 mM  acido etilendiamminotetracetico (EDTA); 1 mM ditiotreitolo 
(DTT); 1 mg/mL albumina di siero bovino (BSA). 
Preparazione delle soluzioni di substrato e di proteasi: 
 Substrato Abz-NF*-6 (soluzione stock): 10 mg/mL (10.6 mM) in DMSO. 
 Substrato Abz-NF*-6 (soluzione per il saggio): 5 μL della soluzione stock sono stati diluiti 
in 995 μL di tampone MES/BSA (pH =5.5) ottenendo una concentrazione finale di 53 μM. 
 HIV-1 proteasi (soluzione stock): 0.4 mg/mL in tampone 10 mM sodio fosfato pH = 6.5; 1 
mM EDTA; 10% glicerolo; 0.05% mercaptoetanolo; 50-100 mM NaCl. In queste condizioni la 
proteasi presenta un’attività specifica pari a 3.5·10-4 nmol·min-1·mg-1. 
 HIV-1 proteasi (soluzione 1/10): 10 μL della soluzione concentrata di enzima sono stati 
portati a 100 μL con il tampone MES/BSA. 
 HIV-1 proteasi (soluzione 1/100): 10 μL della soluzione 1/10 di enzima sono stati portati a 
100 μL con il tampone MES/BSA. 
Condizioni del saggio: 
Lo spettrofluorimetro è stato impostato ad una lunghezza d’onda di eccitazione (λex) di 325 nm e una 
lunghezza d’onda di emissione (λem) di 420 nm, impostando l’apertura degli slit di eccitazione e di 
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emissione a 4 nm. In una cella sono stati inseriti 114 μL di substrato 121 (53 μM), insieme con 66 μL di 
tampone MES/BSA in modo da ottenere una concentrazione finale di 30 μM. La cella è stata inserita 
nello strumento termostatato a 25°C ed è stata registrata l’intensità di fluorescenza. Dopo circa 2  
minuti sono stati iniettati in cella 11 μL di soluzione 1/100 di HIV-1 proteasi, ottenendo una 
concentrazione di enzima pari a 10 nM. L’intensità di fluorescenza è stata nuovamente misurata e dopo 
circa 5 minuti sono stati iniettati 2 μL della soluzione di inibitore che si vuole testare, per registrare la 
nuova intensità di fluorescenza per circa 10 minuti. 
 La soluzione madre di inibitore è stata preparata per pesata, sciogliendolo poi in DMSO; le diluizioni 
sono state ottenute diluendo la soluzione madre con DMSO (Tabella 6.1). 
 
 
 
 
BocHN
O CbzN  
 
(S)-Benzil 2-(3-(tert-butossicarbonilamino)-2-oxo-4-fenilbutil)pirrolidina-1-carbossilato (36): 
Ad una soluzione di enone (21) (10.7 mg, 0.023 mmol) in CHCl3 (0.1 M) è stata aggiunta una miscela 
del catalizzatore 9-epi-DHQA∙3HCl (6.08 mg, 0.014 mmol) e acido pentafluoro propionico (PFP) (1.47 
μL, 0.014mmol), aggiunto da una soluzione stock in cloroformio preparata di fresco. La soluzione 
risultante è stata tenuta a temperatura ambiente sotto agitazione per 48h. Al termine della reazione, il 
solvente è stato rimosso per distillazione a pressione ridotta ed il grezzo purificato mediante 
cromatografia flash su colonna di gel di silice, usando come eluente [EP/EtOAc (6:4)]. Sono stati 
recuperati 8.2 mg (77%) di un olio incolore. 
[I] [I]CELLA VI(CELLA) A.R.1 A.R.2 A.R.3 A.R.M. D.S. 
10-6M 10-8M 2μL 100% 94% - 97.0% 3 
0.5·10-5M 0.5·10-7M 2μL 51% 74% - 62.5% 11,5 
10-4M 10-6M 2μL 36% 18% 84% 46.0% 27,85678 
10-3M 10-5M 2μL 43% 38% 29% 36.6% 5,792716 
Tabella 6.3 Legenda: [I] = Concentrazione delle soluzioni diluite di inibitore; [I]CELLA = Concentrazione di inibitore in cella;  
VI(CELLA) = Volume di inibitore in cella;  A.R.1 = Attività residua prova 1; A.R.2 = Attività residua prova 2; A.R.3 = Attività  
residua prova 3; A.R.M. = Attività residua media; D.S. = Deviazione Standard. 
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1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ 1.39 (s, 9H, 
tBu (Boc)); 1.39 (s, 9H, tBu (Boc)); 1.53 (m, 2H, -CH2CH2 
(due isomeri)); 1.67 (m, 2H, -CH2CH2 (due isomeri)); 1.77 (m, 2H, -CH2CH2 (due isomeri)); 1.82 (m, 2H, 
-CH2CH2(due isomeri));  2.04 (m, 2H,-CH2CO(due isomeri)); 2.33 (m, 2H,-CH2CO (due isomeri)); 2.57 
(m, 2H, -CH2Ph (due isomeri)); 2.76 (m, 2H, -CH2Ph (due isomeri)); 3.07 (m, 4H, -CH2N (due isomeri)); 
3.37 (m, 2H, -CHN (due isomeri)); 4.22 (m, 2H, -CαH (due isomeri) ); 5.00 (m, 2H, -NH (due isomeri));  
5.12 (s, 4H, -CH2Ph (due isomeri)); 7.02-7.38 (m, 20H, Ph (due isomeri)). 
13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ 22.53 (-CH2CH2); 23.42 (-CH2CH2); 28.16 ((CH3)3C (Boc)); 28.36 
((CH3)3C (Boc)); 30.74 (-CH2CH2); 30.93 (-CH2CH2); 31.23 (-CH2CO); 31.53 (-CH2CO); 37.06(CH2Ph 
(Cbz));  37.73 (CH2Ph (Cbz)); 44.96 (-CHNH); 45.32 (-CHNH);  46.32 (-CH2NH); 46.62 (-CH2NH); 
53.83(-CαH); 54.14(-CαH); 66.72 (-CH2Ph (Cbz));  66.94 (-CH2Ph (Cbz)); 80.03 (-C(CH3)3 (Boc));  
80.04 (-C(CH3)3 (Boc));  [127.36, 128.01, 128.33, 128.94, 129.78, 136.86, 137.37 (Ar)]; 155.06(C=O 
((Boc)); 155.26(C=O ((Boc)); 155.68 (C=O ((Cbz)); 155.87 (C=O ((Cbz)); 207.91 (C=O); 208.45 
(C=O). 
ESI-MS: (m/z) 489.3 [M+Na+]. 
 
BocHN
O
Cbz
N
 
 
(R)-Benzil-2-((S)-3-(tert-butossicarbonilamino)-2-oxo-4-fenilbutil)piperidina-1-carbossilato 
(52): 
Ad una soluzione di enone (47) (163.6 mg, 0.337 mmol) in THF (0.1 M) è stata aggiunta una miscela 
del catalizzatore 9-epi-DHQA∙3HCl (14.6mg, 0.034 mmol) sciolta in acqua (1.82 mL, 0.1 mmol) e acido 
pentafluoro propionico (PFP) (33.7 μL, 0.034 mmol), aggiunto da una soluzione stock in THF 
preparata di fresco. La soluzione risultante è stata tenuta a 4°C per 48h. Al termine della reazione il 
grezzo è stato lavato con acqua, con una soluzione satura di NaCl ed il solvente rimosso per 
distillazione a pressione ridotta. Il grezzo è stato poi purificato mediante cromatografia flash su colonna 
di gel di silice, usando eluizione a gradiente da DCM a [DCM/EtOAc (9:1)]. Sono stati recuperati 56.4 
mg (35%) di un olio incolore. 
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1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ 1.33 (m, 2H, -CH2CHN);  1.48 (s, 9H, 
tBu (Boc)); 1.60 (quint., 2H, J = 
7.45 , -CH2CH2N); 1.77 (m, 1H, -CH2CH2); 1.90 (m, 1H, -CH2CH2); 1.98 (m, 2H, -CH2CH2);  2.27 (t, 
2H, J = 7.27, -CH2CO); 3.14 (m, 2H, -CH2Ph); 3.89 (m, 1H, -CHN); 4.71 (m, 1H, -CαH ); 5.03 (s, 2H, -
CH2Ph); 5.05 (br, 1H, -NH); 7.20-7.30 (m, 10H, Ph). 
13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ 20.90 (-CH2CH2); 23.79 (-CH2CH2); 28.06 ((CH3)3C (Boc)); 29.03 (-
CH2CH2); 29.28 (-CH2CO); 33.44 (CH2Ph (Cbz)); 40.57 (-CHNH); 51.59 (-CH2NH); 60.46 (-CαH); 
66.74 (-CH2Ph (Cbz)); 79.04 (-C(CH3)3 (Boc));  [128.24, 128.35, 128.51, 128.93, 129.69, 130.16, 137.04 
(Ar)]; 151.36(C=O ((Boc)); 156.96 (C=O ((Cbz)); 183.73 (C=O). 
ESI-MS: (m/z) 503.2 [M+Na+]. 
 
BocHN
O HN
 
 
(S)-Tert-butil 3-oxo-1-fenil-4-(pirrolidin-2-il)butan-2-ilcarbamato (45): 
Una soluzione di chetone (36) (26.1 mg, 0.056 mmol) in metanolo (2 mL) è stata lasciata sotto 
agitazione per 16 ore sotto atmosfera di idrogeno in presenza di Pd/C 3%. La reazione è stata 
controllata mediante TLC usando come miscela eluente [DCM/MeOH (85:15)]. Una volta portata a 
completamento la reazione, il catalizzatore è stato rimosso per filtrazione su celite ed il solvente 
allontanato a pressione ridotta. Sono stati così ottenuti 18.0 mg (97%) di  un olio incolore. 
 
6.3.3  CAPITOLO  4 
 
Procedura generale per la sintesi delle ammidi di Weinreb:6 
Ad una soluzione di aminoacido Boc-protetto (18.8 mmol) in DCM anidro, raffreddato a -15°C, sono 
stati aggiunti N-Metil morfolina (NMM) (37.6 mmol) e isobutil cloroformiato (18.8 mmol), tutto in 
condizioni anidre. Dopo 2h sotto agitazione a -15°C, è stata aggiunta la N,O-dimetil idrossilammina 
cloroidrato (20.05 mmol). La miscela è stata lasciata ancora sotto agitazione a -15°C per 1h, e poi per 
                                                 
6 Ostric, A.Università di Trieste Tesi di Dottorato  XXIII Ciclo, 133. 
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altre 3h a temperatura ambiente. Si è fermata quindi, la reazione con 50 mL di acqua e le fasi organiche 
sono state separate e lavate con una soluzione di acido citrico 10% (p/v), acqua, una soluzione acquosa 
satura di NaCl e anidrificate su Na2SO4 anidro. Il prodotto è stato purificato tramite cromatografia flash 
su colonna eluendo in gradiente fino a  [Etere di Petrolio (EP)/Acetato di Etile (AcOEt) (1:1 )].  
 
BocHN
N
O
O
 
 
Tert-butil-(2S,3S)-1-(metossi(metil)amino)-3-metil-1-oxopentan-2-ilcarbamato (57) [87694-51-
7]: 
Utilizzando la procedura generale, dopo la purificazione sono stati ottenuti 3.5 g (60%) di un olio 
incolore partendo da 5.0 g (21.6 mmol) di L-isoleucina Boc-protetta (53), 4.75 mL (43.2 mmol) di 
NMM, 2.80 mL (21.6 mmol) di isobutil cloroformiato e 2.25 g (23.11 mmol) di N,O-dimetil 
idrossilammina. 
1H-NMR (CDCl3, 400 MHz): δ 0.87 (t, 3H, J = 7.42, -CH2CH3); 0.91 (d, 3H, J = 6.86, -CHCH3); 1.09 
(m, 1H, -CHCH3); 1.42 (s, 9H, 
tBu (Boc)); 1.53 (m, 1H, -CH2CH3); 1.69 (m, 1H, -CH2CH3); 3.21 (s, 3H, -
NCH3); 3.77 (s, 3H, -OCH3); 4.60 (m, 1H, -CαH); 5.10 (d, 1H, J = 9.70, -NH). 
13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ  11.3 (-CH2CH3); 14.9 (-CHCH3); 24.7 (-CH2CH3); 28.5 (-CH3 (Boc)); 
30.4 (-NCH3); 36.9 (-CHCH3); 51.5 (-CαH); 63.7 (-OCH3); 80.1 ( -C(CH3)3 (Boc)); 154.0 (C=O (Boc)); 
163.2 (C=O). 
ESI-MS: (m/z)  297.3 [M+Na+]. 
 
BocHN
N
O
O
 
 
(S)-Tert-butil-1-(metossi(metil)amino)-3-metil-1-oxobutan-2-ilcarbamato (58)[ 87694-52-8]: 
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Utilizzando la procedura generale, dopo la purificazione sono stati ottenuti 0.87 g (73%) di un olio 
incolore partendo da 1.0 g (4.6 mmol) di L-valina Boc-protetta (54), 1.01 mL (9.2 mmol) di NMM, 0.60 
mL (4.6 mmol) di isobutil cloroformiato e 0.48 g (4.9 mmol) di N,O-dimetil idrossilammina. 
1H-NMR (CDCl3, 270 MHz): δ 0.94 (m, 6H, -CHCH3); 0.91 (d, 3H, J = 6.86, -CHCH3); 1.44 (s, 9H, 
tBu 
(Boc)); 1.97 (m, 1H, -CHCH3); 3.22 (s, 3H, -NCH3); 3.78 (s, 3H, -OCH3); 4.57 (m, 1H, -CαH); 5.13 (d, 
1H, J = 9.55, -NH). 
13C-NMR (CDCl3, 67.5 MHz): δ  18.9 (-CHCH3); 19.2 (-CHCH3);  28.5 (-CH3 (Boc)); 30.4 (-NCH3); 
32.6 (-CHCH3); 53.5 (-CαH); 63.7 (-OCH3); 80.1 ( -C(CH3)3 (Boc)); 153.2 (C=O (Boc)); 160.1 (C=O). 
ESI-MS: (m/z)  283.6 [M+Na+]. 
 
BocHN
N
O
O
 
 
(S)-Tert-butil 1-(metossi(metil)amino)-1-oxopropan-2-ilcarbamato (59) [87694-49-3]: 
Utilizzando la procedura generale, dopo la purificazione sono stati ottenuti 0.80 g (65%) di un olio 
incolore partendo da 1.0 g (5.3 mmol) di L-alanina Boc-protetta (55), 1.16 mL (10.6 mmol) di NMM, 
0.67 mL (5.3 mmol) di isobutil cloroformiato e 0.56 g (5.7 mmol) di N,O-dimetil idrossilammina. 
1H-NMR (CDCl3, 270 MHz): δ 1.44 (s, 9H, 
tBu (Boc)); 1.49 (s, 3H, -CH3); 3.21 (s, 3H, -NCH3); 3.77 (s, 
3H, -OCH3); 4.52 (m, 1H, -CαH); 5.14 (d, 1H, J = 9.62, -NH). 
13C-NMR (CDCl3, 67.5 MHz): δ  20.3 (-CH3); 29.7 (-NCH3); 31.6(-CH3 (Boc)); 45.3 (-CαH); 63.8 (-
OCH3); 80.3 ( -C(CH3)3 (Boc)); 152.4 (C=O (Boc)); 162.3 (C=O). 
ESI-MS: (m/z)  255.3 [M+Na+]. 
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(S)-Tert-butil 1-(metossi(metil)amino)-1-oxo-3-fenilpropan-2-ilcarbamato (60) [ 87694-53-9]: 6 
Utilizzando la procedura generale, dopo la purificazione sono stati ottenuti 4.97 g (86%) di un olio 
bianco partendo da 5.0 g (18.8 mmol) di L-fenilalanina Boc-protetta (56), 4.13 mL (37.6 mmol) di 
NMM, 2.44 mL (18.8 mmol) di isobutil cloroformiato e 1.96 g (20.05 mmol) di N,O-dimetil 
idrossilammina. 
1H-NMR (CDCl3, 270 MHz): δ 1.39 (s, 9H, 
tBu (Boc)); 2.90 (m, 1H, -CH2Ph); 3.05 (m, 1H, - 
CH2Ph); 3.17 (s, 3H, -NCH3); 3.66 (s, 3H, -OCH3), 4.94 (m, 1H,- CHNH), 5.16 (br, 1H, -CHNH), 
7.16-7.29 (m, 5H, Ar). 
13C-NMR (CDCl3, 67.5 MHz): δ  28.31 (-C(CH3)3 (Boc)); 38.91 (-CH2Ph); 51.59(-CHNH); 60.46 (-
NCH3); 77.36 (-OCH3); 79.69 (-C(CH3)3 (Boc)); [126.96, 128.55, 129.67, 136.83 (Ar)]; 155.43 
(C=O(Boc)); 172.62 (C=O). 
ESI-MS: (m/z)  331.4 [M+Na+]. 
 
Procedura generale per la sintesi delle aldeidi:7 
Ad una soluzione di ammide di Weinreb (7.78 mmol) in Et2O anidro (21 mL), sotto atmosfera inerte, è 
stato aggiunto il LiAlH4 (10.11 mmol) goccia a goccia a 0°C. Dopo aver lasciato la miscela di reazione 
sotto agitazione per 1h a temperatura ambiente e in atmosfera di Argon, , questa è stata raffreddata in 
bagno a ghiaccio, addizionata lentamente di una soluzione acquosa 1N di KHSO4 (10 mL) ed estratta 
ripetutamente con EtOAc. Le fasi organiche riunite sono state poi lavate con una soluzione acquosa 
3N di HCl, una soluzione acquosa satura di NaHCO3, una soluzione acquosa satura di NaCl e seccate 
su Na2SO4 anidro. Eliminato il solvente mediante distillazione a pressione ridotta, il residuo è stato 
utilizzato senza ulteriori purificazioni.   
 
                                                 
7 Ostric, A.Università di Trieste Tesi di Dottorato  XXIII Ciclo, 134. 
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O  
 
Tert-butil (2S,3S)-3-metil-1-oxopentan-2-ilcarbamato (61) [87694-55-1]: 
Partendo dall’ammide di Weinreb dell’ L-isoleucina (57) (1.14 g, 4.16 mmol) e seguendo la procedura 
generale sopra riportata, si sono ottenuti 0.53 g (60%) di un olio giallino. 
1H-NMR (CDCl3, 270 MHz): δ 0.93 (t, 3H, J = 6.20, -CH2CH3); 0.98 (d, 3H, J = 6.91,-CHCH3); 1.45 (s, 
9H, tBu (Boc)); 1.51 (m, 2H, -CH2CH3); 2.02 (m, 1H, -CβH); 4.30 (m, 1H, -CαH); 5.14 (d, 1H, J = 4.06, -
NH); 9.66 (s, 1H, -CHO). 
13C-NMR (CDCl3, 67.5 MHz): δ  11.92 (-CH2CH3); 15.53 (-CHCH3); 25.32 (-CH2CH3); 28.42 ((CH3)3C- 
(Boc)); 36.43 (-CβH); 69.91 (-CαH); 80.08 (-C(CH3)3 (Boc)); 156.01 (C=O ((Boc)); 201.02 (CHO). 
ESI-MS: (m/z)  238.3 [M+Na+]. 
[αD]
20 (CH2Cl2, c = 0.125) = + 70.9 (Rif. +71 (CH2Cl2, c = 0.12))
8 
 
 
 
(S)-Tert-butil 3-metil-1-oxobutan-2-ilcarbamato (62) [79069-51-5]: 
Partendo dall’ammide di Weinreb della L-valina (58) (0.52 g, 2.01mmol) e seguendo la procedura 
generale sopra riportata, si sono ottenuti 0.19 g (46%) di un olio chiaro. 
1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ 0.92 (m, 6H, -CHCH3); 1.44 (s, 9H, 
tBu (Boc)); 2.28 (m, 1H, -CβH); 4.24 
(m, 1H, -CαH); 5.11 (br, 1H, -NH); 9.65 (s, 1H, -CHO). 
13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ  18.42 (-CHCH3); 26.78 (-CβH); 30.23 ((CH3)3C- (Boc)); 65.62 (-CαH); 
80.12 (-C(CH3)3 (Boc)); 155.83 (C=O ((Boc)); 200.74 (CHO). 
                                                 
8 Gallardo, G.L.; Butler, M.; Gallo, M.L.; Rodriguez, M.A.; Eberlin, M.N.; Cabrera, G.M. Phytochem., 2006, 67, 2403. 
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ESI-MS: (m/z)  224.3 [M+Na+]. 
[αD]
20 (MeOH, c = 1.0) = - 18.9 (Rif. -19 (MeOH, c = 1.0))9 
 
BocHN
H
O  
 
(S)-tert-butil 1-oxopropan-2-ilcarbamato (63) [79069-50-4]: 
Partendo dall’ammide di Weinreb dell’ L-alanina (59) (0.41 g, 1.75 mmol) e seguendo la procedura 
generale sopra riportata, si sono ottenuti 0.29 g (95%) di un olio incolore. 
1H-NMR (CDCl3, 270 MHz): δ 1.46 (s, 9H, 
tBu (Boc)); 1.58 (s, 3H, -CH3); 4.27 (m, 1H, -CαH); 5.09 (br, 
1H, -NH); 9.57 (s, 1H, -CHO). 
13C-NMR (CDCl3, 67.5 MHz): δ  14.90 (-CH3); 28.28 ((CH3)3C- (Boc)); 55.56 (-CαH); 77.36 (-C(CH3)3 
(Boc)); 155.26 (C=O ((Boc)); 200.08 (CHO). 
ESI-MS: (m/z)  196.2 [M+Na+]. 
[αD]
20 (MeOH, c = 1.0) = - 34.0 (Rif. -34.1 (MeOH, c = 1.0)). 9 
 
BocHN
H
O  
 
(S)-Tert-butil 1-oxo-3-fenilpropan-2-ilcarbamato (64) [72155-45-4]:7 
Partendo dall’ammide di Weinreb dell’L-fenilalanina (60) (0.41 g, 1.75 mmol) e seguendo la procedura 
generale sopra riportata, si sono ottenuti 0.29 g (95%) di un olio incolore. 
                                                 
9 Fehrenntz, J.-A.;  Castro, B. Synthesis, 1983, 676.  
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1H-NMR (CDCl3, 270 MHz): δ 1.43 (s, 9H, 
tBu (Boc)); 2.87 (dd, 2H, 2J = 17.02, 1J = 7.22, -CH2Ph); 4.43 
(m, 1H, -CαH); 5.06 (br, 1H, -NH); 9.65 (s, 1H, -CHO). 
13C-NMR (CDCl3, 67.5 MHz): δ  30.04 ((CH3)3C- (Boc)); 35.42 (CH2Ph); 68.56 (-CαH); 80.15 (-C(CH3)3 
(Boc));  [126.45, 128.32, 129.27, 136.62 (Ar)];  156.53 (C=O ((Boc)); 201.76 (CHO). 
ESI-MS: (m/z)  272.3 [M+Na+]. 
[αD]
20 (MeOH, c = 1.0) = - 44.3 (Rif. -44.4 (MeOH, c = 1.0)). 9 
 
Procedura generale per la sintesi delle allilamine: 
A) Ad una sospensione di metiltrifenilfosfonio bromuro (MePPh3
+Br-) (6.45 mmol) in THF anidro, 
sotto agitazione, è stata aggiunta una soluzione 0.5 M di Potassio bistrimetilsilil amide (KHDMS) 
(6.45 mmol) in toluene. L’aggiunta è stata fatta goccia a goccia a 0°C in atmosfera inerte. La miscela 
gialla è stata tenuta sotto agitazione per 3h a 0°C, poi raffreddata a -78°C. Alla miscela è stata quindi 
aggiunta tutta in una volta una soluzione anidra dell’aldeide (1.29 mmol) in THF. La miscela, ormai 
bianca lattiginosa, è stata lasciata a temperatura ambiente per 1h e poi messa a riflusso per 24h. La 
razione è stata spenta con MeOH, lavata con una soluzione al 10% di tartrato di Na+ e K+ (sale di 
Rochelle). La fase acquosa è stata estratta EtOAc (5x20mL), le fasi organiche riunite sono state 
anidrificate su Na2SO4 ed il solvente eliminato tramite distillazione a pressione ridotta. Il residuo è 
stato poi purificato per cromatografia flash su colonna di gel di silice eluendo in gradiente fino a 
[EP/EtOAc (7:3)]. 
B) Ad una soluzione di metiltrifenilfosfonio bromuro (MePPh3
+Br-) (4.02 mmol) in THF anidro, sotto 
agitazione, è stata aggiunta una soluzione di n-BuLi 1.6 M in esano (4.02 mmol)sotto atmosfera di 
Argon a 0°C. La soluzione rossa così ottenuta, è stata tenuta sotto agitazione a 0°C per 1h per poi 
essere aggiunta via cannula, goccia a goccia nell’arco di 1h e mezza, in un pallone contenente 
l’aldeide (3.83 mmol) in THF a 0°C sotto argon. La miscela di reazione è stata lasciata altre 4h a 0°C 
e 15h a temperatura ambiente, poi la reazione è stata spenta versandola in H2O, le fasi acquose 
estratte con EtOAc (4x25mL) e le fasi organiche riunite anidrificate su Na2SO4. Il grezzo di 
reazione è stato poi purificato tramite cromatografia flash su colonna con eluizione a gradiente fino 
a [DCM/MeOH (98:2)]. 
C)  Ad una sospensione di metiltrifenilfosfonio bromuro (MePPh3
+Br-) (2.08 mmol) in THF anidro, 
sotto agitazione, è stato aggiunto sodio idruro (NaH) (2.08 mmol). L’aggiunta è stata fatta un po’ 
per volta a 0°C in atmosfera inerte. La miscela gialla è stata tenuta sotto agitazione per 3h a 0°C, poi 
raffreddata a -78°C. Alla miscela è stata quindi aggiunta tutta in una volta una soluzione anidra 
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dell’aldeide (1.89 mmol) in THF. La miscela, ormai bianca lattiginosa, è stata lasciata a temperatura 
ambiente per 1h e poi portata a 40°C per 18h. La razione è stata spenta con NH4Cl saturo, la fase 
acquosa è stata estratta EtOAc (5x20mL), le fasi organiche riunite sono state anidrificate su Na2SO4 
ed il solvente eliminato tramite distillazione a pressione ridotta. Il residuo è stato poi purificato per 
cromatografia flash su colonna di gel di silice eluendo in gradiente fino a [EP/EtOAc (8:2)]. 
 
BocHN  
 
Tert-butil (3R,4S)-4-metiles-1-en-3-ilcarbamato (65)[ 1034402-73-7]: 
Partendo dall’aldeide dell’ L-isoleucina (61) (0.31 g, 1.45 mmol) e seguendo la procedura generale A) 
sopra riportata, si sono ottenuti 0.08 g (24%) di un olio incolore. 
1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ 0.86 (d+d (due isomeri), 3H, J = 6.83,-CH2CH3); 0.91 (t+t (due isomeri), 
3H,  J = 7.41, -CHCH3); 1.11 (m, 1H, -CH2CH3); 1.44 (s+m, 9H+ 1H, 
tBu (Boc)+ -CH2CH3); 1.53 (m, 
1H, -CHCH3); 4.07 (m, 1H, -CαH); 4.51 (br, 1H, -NH); 5.13 (m, 2H, =CH2); 5.72 (m, 1H, =CH). 
13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ 11.87 (-CH2CH3); [14.48, 15.17 (-CHCH3 (due isomeri)) ]; [25.48, 26.10 
(-CH2CH3 (due isomeri)) ];  28.56 ((CH3)3C- (Boc)); 39.08 (CHCH3); 56.35 (-CαH); 79.30 (-C(CH3)3 
(Boc)); [114.70, 115.38 (=CH2 (due isomeri))]; [136.98, 138.26 (=CH (due isomeri))]; 155.48 (C=O 
((Boc)). 
ESI-MS: (m/z)  236.3 [M+Na+]. 
[αD]
20 (CHCl3, c = 1) = +31.8 (Rif. +17.5 (CHCl3 c = 1.1)).
10 
 
BocHN  
                                                 
10 Garbo, M. Università di Trieste Tesi di Laurea. 
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(S)-Tert-butil 4-metilpent-1-en-3-ilcarbamato (66) [115378-34-2]: 
Partendo dall’aldeide dell’ L-valina (62) (0.14 g, 0.68 mmol) e seguendo la procedura generale A) sopra 
riportata, si sono ottenuti 18.3 mg (19%) di un olio incolore. 
1H-NMR (CDCl3, 270 MHz): δ 0.88 (d, 3H, J = 6.35,-CHCH3); 0.90 (d, 3H,  J = 6.41, -CHCH3); 1.44 (s, 
9H, tBu (Boc)); 2.35 (m, 1H, -CH(CH3)2); 3.97 (m, 1H, -CαH); 4.52 (br, 1H, -NH); 5.14 (m, 2H, =CH2); 
5.73 (m, 1H, =CH). 
13C-NMR (CDCl3, 67.5 MHz): δ 18.56 (-CHCH3); 29.42 ((CH3)3C- (Boc)); 34.82 (-CβH); 62.73 (-CαH); 
79.86 (-C(CH3)3 (Boc)); 115.69 (=CH2 ); 137.28 (=CH); 156.25 (C=O ((Boc)). 
ESI-MS: (m/z)  222.3 [M+Na+]. 
[αD]
25 (CHCl3, c = 1.1) = + 17.2 (Rif. +17.5 (CHCl3 c = 1.1)).
11 
 
BocHN  
 
(S)-Tert-butil but-3-en-2-ilcarbamato (67)[115378-33-1]: 
Partendo dall’aldeide della L-alanina (63) (0.29 g, 1.65 mmol) e seguendo la procedura generale C) 
sopra riportata, si sono ottenuti 38.2 mg (14%) di un olio incolore. 
1H-NMR (CDCl3, 270 MHz): δ 1.20 (d, 3H, J = 6.69,-CHCH3); 1.44 (s, 9H, 
tBu (Boc)); 4.21 (m, 1H, -
CαH); 4.44 (br, 1H, -NH); 5.10 (m, 2H, =CH2); 5.81 (m, 1H, =CH). 
13C-NMR (CDCl3, 67.5 MHz): δ 20.73 (-CHCH3); 28.27 ((CH3)3C- (Boc)); 48.16 (-CαH); 79.50 (-
C(CH3)3 (Boc)); 113.89 (=CH2 ); 140.43 (=CH); 155.55 (C=O ((Boc)). 
ESI-MS: (m/z)  194.2 [M+Na+]. 
[αD]
20 (MeOH, c = 1.0) = -0.10  (Rif. (MeOH, c = 1.0) = -0.89).12 
                                                 
11 Davi, M.; Lebel, H. Org. Lett., 2009, 11, 41. 
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BocHN  
 
(S)-Tert-butil 1-fenilbut-3-en-2-ilcarbamato (68) [107202-43-7]: 
Partendo dall’aldeide dell’ L-fenilalanina (64) (0.89 g, 3.60 mmol) e seguendo la procedura generale A) 
sopra riportata, si sono ottenuti 0.53 g (60%) di un solido bianco. 
1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ 1.32 (s, 9H, 
tBu (Boc));  2.74 (m, 2H, -CH2Ph); 4.34 (br, 1H, -CαH ); 4.47 
(br, 1H, -NH); 5.00 (m, 2H, =CH2); 5.71 (m, 1H, =CH); 7.17 (m, 5H, Ar). 
13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ 28.17 ((CH3)3C- (Boc)); 41.35 (CH2Ph); 53.91 (-CαH); 79.39 (-C(CH3)3 
(Boc)); 114.95 (=CH2 ); [126.75, 128.62, 129.87, 137.82, 138.45 (Ar + =CH)]; 155.67 (C=O ((Boc)). 
ESI-MS: (m/z)  270.3 [M+Na+]. 
[αD]
25 (CHCl3, c = 1.0) = +36.8 (Rif. (CHCl3, c = 1.0) = -+36.9)
13 
P.f.: 68-70°C.13 
IR(cm-1, NaCl): 3345 (-NH); 2978 (Ph); 2930 (CH=CH2); 1700 (C=O (Boc)). 
 
BocHN
O
SiMe3
 
 
(S)-Tert-butil 3-oxo-1-fenil-4-(trimetilsilil)butan-2-ilcarbamato (69): 
                                                                                                                                                                  
12 Fujisawa, T.; Odake, S.; Ogawa, Y.; Yasuda, J.; Morita, Y.; Morikawa, T. Chem. Pharm. Bull., 2002, 50, 239. 
13 Blacker, A.J.; Roy, M.; Hariharan, S.; Headley, C.;  Upare, A.; Jagtap, A.; Wankhede, K.; Mishra, S.K.; Dube, D.; Bhise, S.; 
Vishwasrao, S.; Kadam, N. Org. Process Res. Dev., 2011, 15, 331. 
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Ad una soluzione di amide di Weinreb dell’L-fenilalanina (60) (0.33 g, 1.1 mmol) in THF anidro (10 
mL), è stata lentamente aggiunta una soluzione di trimetilsilil metillitio (TMSCH2Li)1 M in esano (3.75 
mL, 3.75 mmol) a -45°C in atmosfera inerte. La temperatura è stata fatta salire fino a -10°C  e la 
reazione lasciata in agitazione per 3h. Poi la miscela di reazione è stata riportata a -40°C per fare 
l’aggiunta di una miscela di acido acetico distillato di fresco (2M) in THF anidro (19.8 mL). La miscela 
di reazione è stata lasciata a -40°C ancora per 20 minuti e poi diluita con Et2O e tampone fosfato (PBS 
10X , pH 7.3). La fase organica è stata separata e lavata con PBS, poi anidrificata su Na2SO4 e il 
solvente eliminato tramite distillazione a pressione ridotta. Sono stati così ottenuti, senza ulteriori 
purificazioni, 183.3 mg (51%) di un solido arancione. 
1H-NMR (CDCl3, 270 MHz): δ -0.15 (s, 9H,-Si(CH3)3); 1.17 (s, 9H, 
tBu (Boc)); 1.94(dd, 2H, 2J = 32.28, 1J 
= 10.56, -CH2Si);  2.79 (m, 2H, -CH2Ph); 4.24 (m, 1H, -CαH ); 4.97 (br, 1H, -NH); 6.97 (m, 5H, Ar). 
13C-NMR (CDCl3, 67.5 MHz): δ -1.19 (-Si(CH3)3); 28.25 ((CH3)3C- (Boc)); 36.23 (CH2Ph); 38.27 (-
CH2Si); 60.66 (-CαH); 79.57 (-C(CH3)3 (Boc)); [126.95, 128.61, 129.56, 136.72(Ar)]; 155.22 (C=O 
((Boc)); 207.44 (C=O (TMS)). 
ESI-MS: (m/z)  358.5 [M+Na+]. 
 
BocHN
O  
 
(S)-Tert-butil 3-oxo-1-fenilbutan-2-ilcarbamato (70) [85613-64-5]: 
A partire dalla procedura sopra riportata da 1g (3.2 mmol) di amide di Weinreb della L-fenilalanina 
(60), utilizzando KHSO4 invece di usare la miscela acido acetico/THF, si ottiene come unico prodotto 
0.34 g (25%) di un solido giallo. 
1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ 1.41 (s, 9H, 
tBu (Boc)); 3.03 (m, 2H, -CH2Ph); 4.53 (q, 1H, J =6.62, -
CαH ); 5.13 (d, 1H, J =6.19, -NH); 7.15-7.31 (m, 5H, Ar). 
13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ 21.16(-CH3); 28.42 ((CH3)3C- (Boc)); 37.65 (CH2Ph); 60.84 (-CαH); 
79.99 (-C(CH3)3 (Boc)); [127.13, 128.76, 129.34, 136.28 (Ar)]; 155.31 (C=O ((Boc)); 206.99 (C=O). 
ESI-MS: (m/z)  286.3[M+Na+]. 
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BocHN
OH  
 
(S)-Tert-butil 3-idrossi-1-fenilbutan-2-ilcarbamato (71) [380302]: 
Il sodio boroidruro (NaBH4) (1.23 mmol) è stato aggiunto, sotto agitazione, ad una soluzione di silil 
chetone (70) (0.70 mmol) in metanolo (20 mL) raffreddata a 0 °C. La reazione, seguita mediante 
cromatografia su strato sottile (EP/EtOAc 1:1), una volta giunta a completezza è stata neutralizzata 
con acido acetico glaciale ed il solvente rimosso mediante distillazione a pressione ridotta. Il residuo è 
stato distribuito tra acetato d’etile ed una soluzione acquosa satura di NaHCO3, la fase acquosa estratta 
con acetato d’etile (2 x 12 mL) e le fasi organiche riunite lavate con una soluzione acquosa satura di 
NaCl e anidrificate su Na2SO4 . Il solvente è stato allontanato mediante distillazione a pressione ridotta. 
Il prodotto è stato purificato mediante cromatografia flash su colonna di gel di silice utilizzando 
eluizione in gradiente con una miscela di [EP/EtOAc] fino a raggiungere un rapporto tra i due solventi 
di (1:1). In questo modo sono stati ottenuti 108.1 mg (58%) di solido giallino. 
1H-NMR (CDCl3, 270 MHz): δ 1.21 (s, 3H, -CH3); 1.40 (s, 9H, 
tBu (Boc)); 1.58 ( s, 1H, -OH); 2.85 (m, 
2H, -CH2Ph); 3.89 (m, 2H, -CαH + -CHOH); 4.55 (br, 1H, -NH); 7.19-7.33 (m, 5H, Ar). 
13C-NMR (CDCl3, 67.5 MHz): δ 21.35(-CH3); 28.87 ((CH3)3C- (Boc)); 37.73 (CH2Ph); 60.84 (-CαH); 
68.27 (-CHOH); 79.86 (-C(CH3)3 (Boc)); [127.42, 128.61, 129.58, 136.49 (Ar)]; 155.63 (C=O ((Boc)). 
ESI-MS: (m/z)  288.3[M+Na+]. 
 
6.3.4  CAPITOLO 5 
 
Procedura generale per la sintesi degli addotti di Knoevenagel: 
A)  L’aldeide (1 mmol) e l’acetoacetato (1 mmol) sono stati sciolti in EtOH (10 mL) e, dopo 
l’aggiunta della piperazina immobilizzata su resina (50 mg), la miscela di reazione è stata tenuta a 
riflusso per 16h. Il catalizzatore in fase solida è stato rimosso tramite filtrazione e il solvente 
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rimosso mediante distillazione a pressione ridotta. Il prodotto è stato poi purificato per 
cromatografia flash su colonna di gel di silice.14 
B) Ad una soluzione di aldeide (2 mmol) e aceto acetato (2 mmol) in CH3CN (3 mL) posta sotto 
agitazione, è stato aggiunto FeCl3∙6H2O (0.2 mmol) e la reazione è stata tenuta a temperatura 
ambiente. Il progresso della reazione è stato seguito mediante cromatografia su strato sottile 
(TLC), quindi la reazione è stata spenta tramite aggiunta di H2O (50 mL). La fase organica è 
stata estratta con EtOAc (3x20 mL), lavata con acqua (3x20 mL), anidrificata su Na2SO4, e il 
solvente rimosso per distillazione a pressione ridotta. Il prodotto è stato poi purificato per 
cromatografia flash su colonna di gel di silice.15 
Metil 2-benzilidene-3-oxobutanoato (83):  
Partendo da benzaldeide (80) (2 mmol) e metil acetoacetato (78) (2 mmol), seguendo la procedura B), 
dopo 6h di reazione sono stati ottenuti 0.20 g (20%) di un olio giallo pallido. I due isomeri (E/Z), in 
rapporto (2:1), sono stati separati tramite cromatografia flash su colonna di gel di silice usando come 
eluente una miscela di [EP/EtOAc (9:1)].  
Me OMe
O O
Ph  
 
(Z)-Metil 2-benzilidene-3-oxobutanoato (83a) [20048-05-9]: 
1H-NMR (CDCl3, 270 MHz): δ 2.35 (s, 3H, -CH3); 3.85 (s, 3H, -OCH3); 7.35-7.39 (m, 5H, Ar); 7.70 (s, 
1H, =CHPh ); 
13C-NMR (CDCl3, 67.5 MHz): δ 31.26 (-CH3); 52.63 (-OCH3); [127.80, 129.20, 130.76, 133.12 (Ar)]; 
133.98 (-CH=CHPh); 141.16 (=CHPh); 165.25 (OC=O); 203.77 (CH3C=O). 
ESI-MS: (m/z) 227.0 [M+Na*]. 
IR (cm-1, NaCl): 1722 (C=O), 1622 (C=O), 1435 (Ar), 1258 (Ar), 1199 (C=C). 
 
                                                 
14 Simpson, J.; Rathbone, D.L.; Billington, D.C. Tetrahedron Lett., 1999, 40, 7031. 
15 Khan, A.T.; Parvin, T. Choudhury, L.H. Tetrahedron, 2007, 63, 5593. 
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Me OMe
O O
Ph
 
 
(E)-Metil 2-benzilidene-3-oxobutanoato (83b)[20048-06-0]: 
1H-NMR (CDCl3, 270 MHz): δ 2.43 (s, 3H, -CH3); 3.85 (s, 3H, -OCH3); 7.42 (m, 5H, Ar); 7.59 (s, 1H, 
=CHPh ); 
13C-NMR (CDCl3, 67.5 MHz): δ 26.49 (-CH3); 52.60 (-OCH3); [129.20, 129.71, 131.07, 133.16 (Ar)]; 
134.56(-CH=CHPh); 141.90 (=CHPh); 168.57 (OC=O); 195.05 (CH3C=O). 
ESI-MS: (m/z) 227.0 [M+Na*]. 
IR(cm-1, NaCl): 1722 (C=O), 1622 (C=O), 1435 (Ar), 1258 (Ar), 1199 (C=C). 
 
Me OMe
O O
NO2 
 
(E)-Metil 2-(4-nitrobenzilidene)-3-oxobutanoato (84)[40641-47-2]: 
Partendo da 4-nitrobenzldeide (81) (2 mmol) e metil acetoacetato (78) (2 mmol), seguendo la 
procedura B), dopo 72h di reazione sono stati ottenuti 0.37 g (90%) di un solido giallino, purificato per 
ricristallizzazione da n-esano/EtOAc [3:1]. 
1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ 2.45 (s, 3H, -CH3); 3.84 (s, 3H, -OCH3); 7.59 (d, J= 8.79 Hz, 2H, 
=CHPh);  7.62 (s, 1H, =CHPh); 8.26 (d, J=8.67 Hz, 2H, PhNO2). 
13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ 26.73 (-CH3); 52.84 (-OCH3); 124.72 (Ph); 130.23 (Ph); 137.57(C=CH); 
138.93 (Ph); 139.83 (-C=CH); 149.00 (Ph-NO2); 167.82 (OC=O); 194.56 (CH3C=O). 
ESI-MS: (m/z) 272.0 [M+Na+]. 
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IR(cm-1, NaCl): 1738 (C=O), 1661 (C=O), 1626 (Ar), 1598 (NO2), 1439 (Ar), 1349 (COOMe), 1043 
(C=C). 
P.f.: 112-117°C. 
 
Me OMe
O O
NH
 
 
Metil 2-((1H-indol-3-il)metilene)-3-oxobutanoato (85) [1334663-02-3]: 
 Partendo da 3-indolil carbossialdeide (82) (2 mmol) e metil aceto acetato (78) (2 mmol), seguendo la 
procedura generale A), dopo 23h di reazione sono stati ottenuti 0.43 g (51%) di un solido giallo ( 
purificato mediante cromatografia flash su colonna di gel di silice eluendo con una miscela di 
DCM/MeOH [9:1]) che risulta essere una miscela dei due isomeri (E/Z) in rapporto (3:1).  
1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ 2.45 (s, 3H, -CH3); 3.87 (s, 3H, -OCH3 (Z)); 3.90 (s, 3H, -OCH3 (E)); 
7.28(m, 2H, Ph); 7.42 (m, 1H, Ph); 7.79 (m, 1H, Ph); 7.81 (d, J= 1.94 Hz, 1H, =CHNH (E)); 7.92 (d, J= 
2.48 Hz, 1H, =CHNH (Z)); 8.01 (s, 1H, =CH (E)); 8.12 (s, 1H, =CH (Z)); 8.71 (s, 1H, NH (Z)); 8.76 (s, 
1H, NH (E)). 
13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ 26.97 (-CH3 (E)); 31.06(-CH3 (Z));   52.31 (-OCH3 (Z)); 53.01 (-OCH3 
(E)); 111.80-123.75 (Ar); 134.68 (=CH); 158.04 (C=CH); 169.87 (C=O(OCH3)); 215.04 (C=O(CH3)). 
ESI-MS: (m/z) 266.0 [M+Na+]. 
IR(cm-1, NaCl): 1721 (C=O), 1590 (N-H), 1433 (Ar), 1329 (COOMe), 1265 (C=O), 1046 (C=C). 
P.f.: 123-126°C. 
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Me OMe
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NBoc
 
 
Tert-butil 3-(2-(metossicarbonil)-3-oxobut-1-enil)-1H-indol-1-carbossilato (110): 
Ad una soluzione dell’addotto di Knoevenagel (85) (98 mg, 0.4 mmol) in DCM (5 mL) sono state 
aggiunte dimetilammino piridina (DMAP) (15.9 mg, 0.13 mmol) e Boc2O (104.8 mg, 0.48 mmol). 
L’andamento della reazione è stato seguito tramite cromatografia su strato sottile (TLC) usando come 
eluente [EP/EtOAc (6:4)]. A reazione completa è stata aggiunta acqua e il prodotto estratto con DCM 
(3x10 mL). Le fasi organiche riunite sono state lavate con acido citrico 10% (p/v), acqua, una soluzione 
stura di NaCl e anidrificato su Na2SO4. Dopo l’evaporazione del solvente a pressione ridotta, sono stati 
ottenuti 108.3 mg (80%) di un olio giallo che è risultato essere una miscela dei due isomeri (E/Z) in 
rapporto (2:1).  
1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ 1.68 (s, 9H, Boc); 2.43( s, 3H, -CH3(Z)); 2.45 (s, 3H, -CH3(E)); 3.87 (s, 
3H, -OCH3 (Z)); 3.91 (s, 3H, -OCH3 (E)); 7.36 (m, 2H, Ar); 7.70 (t, J=7.79, 1H, Ar); 7.83 (s, 1H, 
=CHNBoc (E)); 7.91 (s, 1H, =CHNBoc (Z)); 7.98 (s, 1H, =CH (E)); 8.02 (s, 1H, =CH (Z)); 8.16 (d, J= 
8.15, 1H, Ar). 
13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ 26.66 (-CH3 (E)); 27.69(-CH3 (Z)); 27.99 (-CH3 (Boc));  52.54 (-OCH3);  
85.17 (-C(CH3)3 (Boc)); [114.08, 115.85, 118.83, 123.99, 125.85, 128.06, 128.58 (Ar)]; 132.20 (C=CH);  
132.42 (=CH); 159.07 (C=O (Boc)); 195.10 (C=O(OCH3)); 202.93 (C=O(CH3)). 
ESI-MS: (m/z) 366.1 [M+Na+]. 
 
O
NBocH
 
 
Tert-butil 3-formil-1H-indolo-1-carbossilato (100)[57476-50-3]: 
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Seguendo la procedura appena descritta, sono stati ottenuti 0.40 g (94%) di un solido bianco, partendo 
da 3-indolil carbossialdeide (82) (0.25 g, 1.72 mmol), DMAP (69.43 mg, 0.57 mmol) e Boc2O (0.45g, 
2.06 mmol) in 5 mL di DCM. 
1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ 1.70 (s, 9H, Boc); 7.40 (m, 2H, Ph); 8.15 (d, J = 8.18, 1H, Ar); 8.24 (s, 
1H, =CHNBoc ); 8.29 (d, J = 7.55, 1H, Ar); 10.11 (s, 1H, -CHO). 
13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ 28.25 (-CH3 (Boc)); 85.81 (-C(CH3)3 (Boc)); [115.31, 121.75, 122.31, 
124.77, 126.29, 136.62 (Ar)]; 148.96 (C=O (Boc)); 185.92(-CHO). 
ESI-MS: (m/z) 268.1 [M+Na+]. 
IR(cm-1, NaCl): 1743 (C=O); 1678 (C=O). 
P.f.: 123-125°C. 
 
Reazione di Biginelli in fase solida: 
La tiourea immobilizzata su resina (87) è stata fatta reagire in NMP (5 mL) con la benzaldeide (80) (1 
mmol) ed il metil acetoacetato  (78) (1 mmol)  in presenza di Cs2CO3 (0.8 mmol) a 90°C per 16h. La 
resina è stata poi lavata con NMP (2x5 mL), MeOH (3x5mL), H2O (3x5 mL), MeOH (3x5 mL) e 
asciugata all’aria per dare la corrispondente diidropirimidina immobilizzata (90). 
Condizioni di distacco dalla resina:16 
A) La diidropirimidina immobilizzata su resina (90) è stata trattata con una miscela di diossano (5 
mL), EtOH (5 mL), acido acetico (1 mL) e acqua (1 mL) a riflusso per 16h. a resina residua è 
stata isolata per filtrazione e asciugata con EtOH (2x5 mL); dopo aver rimosso il solvente a 
pressione ridotta, il solido risultante è stato triturato in acqua, filtrato e portato a secco. 
B) Una seconda parte della diidropirimidina immobilizzata (90) è stata invece trattata con una 
miscela di diossano (4 mL), CH3CN (4 mL) e NH4OAc (0.38 g, 5 mmol) a riflusso per 8h. La 
miscela di reazione è stata filtrata a caldo per allontanare la resina, ed evaporata a pressione 
ridotta. Dalla triturazione in acqua è stata ottenuta la diidropirimidina (DHMP) come sale di 
acetato. 
 
                                                 
16 Kappe, C.O. Bioorg. Med. Chem. Lett., 2000, 10, 49. 
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Procedura generale per la reazione di Biginelli one-pot: 
A)  Una miscela di aldeide (2 mmol), urea o tiourea (3 mmol) e NH4Cl (0.8 mmol) è stata 
riscaldata, sotto agitazione, a 100°C per 2h. Dopo esser stata raffreddata, la reazione è stata 
lavata con acqua fredda (2x50 mL) e il residuo ricristallizzato per ottenere il prodotto puro. 
B)  Una miscela di aldeide (2 mmol), acetoacetato (2.2 mmol), guanidina idrocloruro (2.4 mmol) e 
NaHCO3 (8 mmol) in DMF (4 mL) è stata tenuta sotto agitazione a 70°C per 3h. dopo essere 
stata raffreddata, la miscela è stata versata su ghiaccio tritato e il precipitato filtrato e lavato con 
acqua fredda. Il residuo è stato quindi ricristallizzato per ottenere il prodotto puro. 
 
HN
N
H
O
COOMe
Me
 
 
Metil 6-metil-2-oxo-4-fenil-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carbossilato (92)[ 188780-24-7]: 
Seguendo la procedura generale A), da metil acetoacetato (78) (9.8 mmol), benzaldeide (80) (9.8 mmol) 
e urea (14.7 mmol) sono stati ottenuti 2.29 g (95%) di un solido bianco (ricristallizzato da 
esano/EtOAc [3:1]). 
 
1H-NMR (DMSO-d6, 500 MHz): δ 2.25 (s, 3H, -CH3); 3.53 (s, 3H, -OCH3); 5.15 (d, J= 3.38 Hz, 1H,  -
CHPh); 7.22-7.34 (m, 5H, Ph); 7.76 (s, 1H, NH); 9.22 (s, 1H, NH). 
13C-NMR (DMSO-d6, 125 MHz): δ 17.71 (-CH3); 50.83 (-CHPh); 53.85 (-OCH3); 99.30 (-
CC=O(OCH3)); [126.6, 127.73,128.90 (Ph)]; 145.21 (-C Ph); 149.22 (=CMe); 152.73 (C=O); 166.45 (-
C=O(OCH3)). 
ESI-MS: (m/z) 246.9 [M+H+]; 268.9 [M+Na+]. 
IR(cm-1, NaCl): 1693(C=O), 1642 (C-N), 1406 (Ar), 1335 (COOMe), 1272 (Ar), 1228(Ar), 1088 (C=C). 
P.f.: 207-209°C 
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Metil 6-metil-4-fenil-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carbossilato (93)[ 126827-25-6]: 
Seguendo la procedura generale A), da metil aceto acetato (78) (9.8 mmol), benzaldeide (80) (9.8 
mmol) e tiourea (14.7 mmol) sono stati ottenuti 1.49g (58%) di un solido giallo (ricristallizzato da n-
esano/EtOAc [3:1]). 
1H-NMR (DMSO-d6, 500 MHz): δ 2.29 (s, 3H, -CH3); 3.56 (s, 3H, -OCH3); 5.18 (d, J= 3.71 Hz, 1H,  -
CHPh); 7.22-7.37 (m, 5H, -Ph); 9.68 (s, 1H, -NH); 10.36 (s, 1H, -NH). 
13C-NMR (DMSO-d6, 125 MHz): δ 17.09 (-CH3); 51.15 (-CHPh); 53.95 (-OCH3); 100.74 (-
CC=O(OCH3)); [126.75, 128,15, 129.08 (Ph)]; 143.82(-C Ph); 145.85 (=CMe); 166.28 (C=O); 174.96 (-
C=O(OCH3)). 
ESI-MS: (m/z) 262.9 [M+H+]; 284.9 [M+Na+]. 
IR(cm-1, NaCl): 1711 (COOMe), 1572 (C=S), 1459 (Ar), 1318 (NH), 1280 (Ar), 1180 (Ar), 1113 (C=C). 
P.f.: 220-225°C 
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N
H
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Metil 2-imino-6-metil-4-fenil-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carbossilato (91) [1639488-50-8]: 
Seguendo la procedura generale B), da metil acetoacetato (78) (2.2 mmol), benzaldeide (80) (2 mmol) e 
guanidina idrocloruro (2.4 mmol), in presenza di Na2CO3 (8.0 mmol) sono stati ottenuti 0.15 g (31%) di 
un solido arancione, purificato per ricristallizzazione da n-esano/EtOAc [3:1]. 
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1H-NMR (DMSO-d6, 500 MHz): δ 2.21 (s, 3H, -CH3); 3.47 (s, 3H, -OCH3); 5.21 (s, 1H,  -CHPh); 7.22-
7.33 (m, 5H, -Ph + s, 1H, -NH (x3) ). 
13C-NMR (DMSO-d6, 125 MHz): δ 13.95 (-CH3); 50.44 (-CHPh); 52.91 (-OCH3); 81.20 (-
CC=O(OCH3)); [126.69, 127.37, 129.47 (Ph)]; 144.51(-C Ph); 167.03 (=CMe);  174.62 (-C=O(OCH3)); 
182.73 (C=NH) . 
ESI-MS: (m/z) 245.9 [M+H+]. 
IR(cm-1, NaCl): 3030 (C=NH),2950 (NH), 1697(C=O),1626 (C-N), 1557 (Ar), 1495 (Ar), 1431 (Ar), 
1345 (COOMe), 1238 (Ar), 1188 (Ar), 1087 (C=C). 
P.f.: 112-118°C 
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Dimetil 2,8-dimetil-4,6-difenil-4,6-diidro-1H-pirimido[1,2-a]pirimidina-3,7-dicarbossilato (105): 
Seguendo la procedura generale B), da metil aceto acetato (78) (2.2 mmol), benzaldeide (80) (2.0 
mmol), guanidina idrocloruro (2.4 mmol) e sodio bicarbonato (8.0 mmol), lasciando andare la reazione 
per oltre 4h, sono stati ottenuti 0.65 g (75%) di un solido giallo (dopo ricristallizzazione da metanolo). 
 
1H-NMR (DMSO-d6, 500 MHz): δ 2.25 (s, 6H, -CH3); 3.43 (s, 6H, -OCH3); 5.16 (s, 2H,  -CHPh); 7.02-
7.41 (m, 10H, -Ph + s, 1H, -NH). 
13C-NMR (DMSO-d6, 125 MHz): δ 21.04 (-CH3); 33.31 (-CH3); 50.82 (-OCH3); 59.50 (-CHPh); 102.46 
(-CC=O(OCH3)); 118.74 (-CC=O(OCH3)); [126.99, 127.30, 127.94, 128.69, 128.83, 128.92, 129.00, 
129.43, 130.14 (Ph)]; 145.55(-C Ph); 168.23 (=CMe); 175.27 (C=N); 189.55 (-C=O(OCH3)). 
ESI-MS: (m/z) 432.1 [M+H+]. 
IR(cm-1, NaCl): 2919 (NH), 1692(C=N), 1623 (C-N), 1549 (Ar), 1493 (Ar), 1431(Ar), 1349 (COOMe), 
1231(Ar), 1083 (C=C). 
P.f.: 128-134°C 
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Metil 6-metil-4-(4-nitrofenil)-2-oxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carbossilato (94)[205999-89-9]: 
Seguendo la procedura generale A), da metil acetoacetato (78) (9.8 mmol), 4-nitrobenzaldeide (81) (9.8 
mmol) e urea (14.7 mmol) sono stati ottenuti 2.42 g (85%) di un solido giallo chiaro, purificato per 
ricristallizzazione da n-esano/EtOAc [3:1]. 
 
1H-NMR (DMSO-d6, 500 MHz): δ 2.27 (s, 3H, -CH3); 3.54 (s, 3H, -OCH3); 5.27 (d, J= 3.25 Hz, 1H, -
CHPh); 7.51 (d, J=8.64, 2H, Ph); 7.92 (br, 1H, NH); 8.21 (d, J=8.65, 2H, Ph);  9.38 (br, 1H, NH). 
13C-NMR (DMSO-d6, 125 MHz): δ 17.85 (-CH3); 51.02 (-CHPh); 53.64 (-OCH3); 98.33 (-
CC=O(OCH3)); 124.35 (Ph);  128.08 (Ph); 147.34 (-CPh); 150.25 (=CMe); 152.40 (C=O); 152.43 (C-
NO2); 166.26 (-C=O(OCH3)). 
ESI-MS: (m/z) 291.9 [M+H+]; 314.9 [M+Na+]. 
IR(cm-1, NaCl): 2920 (NH), 1692 (C=O), 1517 (NO2), 1432 (Ar), 1346 (COOMe), 1227 (Ar), 1090 
(C=C). 
P.f.: 198-202°C 
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Metil 6-metil-4-(4-nitrofenil)-2-tioxo-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carbossilato (95) [134288-68-
9]: 
Seguendo la procedura generale A), da metil acetoacetato (78) (2.0 mmol), 4-nitrobenzaldeide (81) (2.0 
mmol) e tiourea (3.0 mmol) sono stati ottenuti 0.41 g (67%) di un solido arancio chiaro, purificato per 
ricristallizzazione da n-esano/EtOAc [3:1]. 
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1H-NMR (DMSO-d6, 270 MHz): δ 2.31 (s, 3H, -CH3); 3.56 (s, 3H, -OCH3); 5.30 (d, J= 3.22 Hz, 1H, -
CHPh); 7.48 (d, J=8.51, 2H, Ph); 8.24 (d, J=8.41, 2H, Ph);  9.79 (br, 1H, NH); 10.52 (br, 1H, NH). 
ESI-MS: (m/z) 307.9 [M+H+]. 
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Metil 2-imino-6-metil-4-(4-nitrofenil)-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carbossilato (89): 
Seguendo la procedura generale B), da metil acetoacetato (78) (4.4 mmol), 4-nitrobenzaldeide (81) (4.0 
mmol), guanidina idrocloruro (4.8 mmol) e sodio bicarbonato (16.0 mmol), lasciando andare la reazione 
per 2h, sono stati ottenuti 0.84 g (72%) di un solido giallo senape (dopo ricristallizzazione da etanolo). 
 
1H-NMR (DMSO-d6, 270 MHz): δ 2.19 (s, 3H, -CH3); 3.46 (s, 3H, -OCH3); 5.32 (s, 1H, -CHPh); 7.46 (d, 
J=8.55, 2H, Ph); 8.17 (d, J=8.59, 2H, Ph);  8.29 (br, 3H, NH). 
13C-NMR (DMSO-d6, 125 MHz):δ 15.10 (-CH3); 53.32 (-OCH3); 64.91 (-CHPh); 84.44 (-
CC=O(OCH3)); 124.22 (Ph);  127.96 (Ph); 146.71 (-CPh); 149.14 (=CMe); 164.49 (C-NO2); 172.85 (-
C=O(OCH3)); 201.16 (-C=NH) . 
ESI-MS: (m/z) 291.0 [M+H+]. 
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Etil 2-imino-4-(4-metossifenil)-6-metil-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carbossilato (102) [1639488-
51-9]: 
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Seguendo la procedura generale B), da etil acetoacetato (101) (4.4 mmol), p-anisaldeide (98) (4.0 mmol), 
guanidina idrocloruro (4.8 mmol) e sodio bicarbonato (16.0 mmol), lasciando andare la reazione per 2h, 
sono stati ottenuti 0.53 g (46%) di un solido rosa (dopo ricristallizzazione da etanolo). 
 
1H-NMR (DMSO-d6, 270 MHz):δ 1.07(t, J = 7.26, -CH2CH3); 2.18 (s, 3H, -CH3); 3.71 (s, 3H, -OCH3); 
3.90 (q, J = 6.86, 2H, -CH2CH3); 5.13 (s, 1H, -CHPh); 6.10 (br, 2H, NH); 6.84 (d, J=8.20, 2H, Ph); 7.13 
(d, J=8.26, 2H, Ph);  7.25 (br, 1H, NH). 
13C-NMR (DMSO-d6, 125 MHz):δ 14.36 (-CH2CH3); 23.72 (-CH3); 51.94 (-CHPh); 55.01 (-OCH3); 
58.00 (-CH2CH3); 97.37 (-CC=O(OCH3)); 113.47 (Ph);  127.34 (Ph); 139.01 (-CPh); 146.06 (C-OCH3); 
155.04 (=CMe); 158.21 (-C=O(OCH3)); 166.16 (-C=NH) . 
ESI-MS: (m/z) 290.1 [M+H+]. 
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Etil 4-(4-bromofenil)-2-imino-6-metil-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carbossilato (103): 
Seguendo la procedura generale B), da etil acetoacetato (101) (4.4 mmol), p-bromobenzaldeide (99) (4.0 
mmol), guanidina idrocloruro (4.8 mmol) e sodio bicarbonato (16.0 mmol), lasciando andare la reazione 
per 2h, sono stati ottenuti 1.08 g (80%) di un solido giallo chiaro (dopo ricristallizzazione da etanolo). 
 
1H-NMR (DMSO-d6, 270 MHz):δ 1.06 (t, J = 6.34, -CH2CH3); 2.17 (s, 3H, -CH3); 3.90 (q, J = 6.61, 2H, 
-CH2CH3); 5.16 (s, 1H, -CHPh); 6.20 (br, 2H, NH); 7.16 (d, J=7.20, 2H, Ph); 7.29 (br, 1H, NH); 7.48 (d, 
J=7.34, 2H, Ph).   
13C-NMR (DMSO-d6, 125 MHz):δ 14.09 (-CH2CH3); 24.64 (-CH3); 52.25 (-CHPh); 58.16 (-CH2CH3); 
79.12 (-CC=O(OCH3)); 106.66 (Ph);  124.27 (Ph); 128.93 (-CPh); 131.60 (C-OCH3); 149.08 (=CMe); 
155.66 (-C=O(OCH3)); 166.66 (-C=NH) . 
ESI-MS: (m/z) 238.0 [M(79Br)+H+], 240.0 [M(81Br)+H+]. 
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Tert-butil-3-(2-imino-5-(metossicarbonil)-6-metil-1,2,3,4-tetraidropirimidin-4-il)-1H-indol-1-
carbossilato (104): 
Seguendo la procedura generale B), da metil acetoacetato (4.4 mmol), 3-indolil carbossialdeide Boc- 
protetta (100) (4.0 mmol), guanidina idrocloruro (4.8 mmol) e sodio bicarbonato (16.0 mmol), 
lasciando andare la reazione per 2h, sono stati ottenuti 0.55 g (36%) di un solido marroncino (dopo 
ricristallizzazione da n-esano/EtOAc [3:1]). 
 
1H-NMR (DMSO-d6, 270 MHz): δ 1.62 (s, 9H, Boc); 2.73 (s, 3H, -CH3); 2.89 (s, 3H, -OCH3); 5.54 (s, 
1H, -CHPh); 6.05 (br, 1H, NH); 6.16 (br, 1H, NH); 7.29 (m, 2H, Ar); 7.51 (s, 1H, -C=NBoc);  7.72 (m, 
1H, Ar); 8.01(m, 1H, Ar); 9.93 (br, 1H, NH). 
13C-NMR (DMSO-d6, 125 MHz):δ 27.52) (s, 9H, Boc);  30.83 (-CH3); 50.47 (-CHPh); 52.24 (-OCH3); 
63.04 (-CHAr); 78.75 (-C(CH3)3 (Boc));  84.81 (-CC=O(OCH3)); [105.15, 112.39,120.70,122.55, 123.49 
(Ar)]; 132.12 (C-OCH3); 148.74(=CMe); 153.18 (-C=O(OCH3)); 159.34 (C=O (Boc)); 162.36 (-C=NH).  
ESI-MS: (m/z) 385.0 [M+H+]. 
 
Condizioni sperimentali per il saggio di inibizione della β-secretasi: 
Spettri di fluorescenza intrinseca delle molecole testate 
Sono state preparate  per pesata soluzioni madre 10 mM in DMSO delle molecole da saggiare, 
successivamente diluite a soluzioni 1 mM in DMSO  ed utilizzate nelle prove. Per registrare gli spettri di 
fluorescenza le soluzioni 1 mM sono state diluite ad una concentrazione finale pari a 10 μM nello stesso 
tampone acetato 20 mM  a pH = 4.5 utilizzato per le prove di inbizione. 
Lo strumento utilizzato è uno spettrofluorimetro Perkin Elmer LS50B; si utilizza una cella in quarzo dal 
cammino ottico di 5 mm. 
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La lunghezza d’onda d’eccitazione scelta per la misura è pari a 345 nm, la stessa utilizzata poi per le 
misura con l’enzima; gli slit di eccitazione (Ex) e di emissione (Em) sono fissati a 15 nm. E’ stata 
effettuata una scansione dello spettro da 450 a 600 nm. 
Condizioni del saggio: 
si impostano la lunghezza d’onda di eccitazione a 345 nm e quella di emissione a 505 nm, gli slit di 
eccitazione e di emissione a 10 nm, la durata della misura a 60’ a intervalli di 0.01 secondi. 
L’enzima (β-Secretasi umana) è stato acquistato  dalla Sigma-Aldrich in soluzione di DMSO 0.87 
mg/mL; la sua concentrazione  in cella è stata determinata per titolazione con un inibitore commerciale 
(β-Secretase Inhibitor IV) acquistato dalla CHALBIOHEM ed è risultata pari a 1.24 nM. 
 Soluzione stock di enzima: 5 μL della soluzione di enzima sono stati sciolti in 995 μL di 
tampone acetato 20 mM a pH = 4.5 in presenza del 4% di DMSO. 
La soluzione così ottenuta si lascia foldare per almeno 30 minuti, poi se ne prelevano 200 μL e si 
mettono in cella insieme con 2 μL della soluzione di substrato a concentrazione finale 10 μM da una 
soluzione madre in DMSO. 
Si aspetta qualche minuto per la stabilizzazione della linea di base sulla bassa emissione del substrato, 
quindi si aggiunge 1μL della soluzione di enzima precedentemente preparata. Si osserva l’aumento 
dell’intensità di fluorescenza dovuta all’idrolisi operata dall’enzima sul substrato che libera la porzione 
fluorescente. Dopo aver misurato per alcuni minuti la velocità del processo catalizzato, si procede con 
l’aggiunta dell’inibitore: nella stessa cella si introducono 2 μL della soluzione della molecola da testare 
come inibitore  a concentrazione crescente e si segue l’andamento della curva di fluorescenza: la 
diminuzione della pendenza è indice di attività inibitoria.  
Le soluzioni madre degli inibitori sono state preparate per pesata, sciogliendolo poi in DMSO; le 
diluizioni sono state ottenute diluendo la soluzione madre con DMSO (Tabella 6.2). 
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INIBITORE [I] [I]CELLA A.R.1 A.R.2 A.R.M. D.S. 
HN
N
H
COOMe
MeHN
91  
9.80·10-5 M 9.80·10-7 M 65% 70% 67.5% 3.993916 
5.80·10-4 M 5.80·10-6 M 50% 52% 51.0% 1.186834 
1.50·10-3 M 1.50·10-5 M 55% 47% 51.0% 5.686059 
6.30·10-3 M 6.30·10-5 M 42% 20% 31.0% 16.04834 
1.60·10-2 M 1.60·10-4 M 30% 25% 27.5% 3.31239 
6.20·10-2 M 6.20·10-4 M 0% 0% 0% 0 
INIBITORE [I] [I]CELLA A.R.1 A.R.2 A.R.M. D.S. 
HN
N
H
COOMe
MeO
92  
9.80·10-5 M 9.80·10-7 M    58% 89% 73.5% 0.2201672 
5.80·10-4 M 5.80·10-6 M 44% 69% 56.5% 0.1745672 
1.50·10-3 M 1.50·10-5 M 33% 42% 37.5% 0.0644752 
6.30·10-3 M 6.30·10-5 M 28% 36% 32.0% 0.0589098 
1.60·10-2 M 1.60·10-4 M 19% 29% 24% 0.0710704 
6.20·10-2 M 6.20·10-4 M 9% 22% 15.5% 0.0923810 
1.54·10-1 M 1.54·10-3 M 14% 26% 20% 0.0840981 
INIBITORE [I] [I]CELLA A.R.1 A.R.2 A.R.M. D.S. 
HN
N
H
COOMe
MeS
93  
9.80·10-5 M 9.80·10-7 M 0% 0% 0% 0 
5.80·10-4 M 5.80·10-6 M 5% 4% 4.5% 0.405518 
1.50·10-3 M 1.50·10-5 M 46% 41% 43.5% 3.810417 
6.30·10-3 M 6.30·10-5 M 7% 24% 15.5% 11.83966 
1.60·10-2 M 1.60·10-4 M 30% 25% 27.5% 3.31239 
6.20·10-2 M 6.20·10-4 M 0% 0% 0% 0 
INIBITORE [I] [I]CELLA A.R.1 A.R.2 A.R.M. D.S. 
105
N
H
N
N
Ph Ph
MeOOC
Me
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Me
 
9.80·10-5 M 9.80·10-7 M - 66% 66% 0 
1,07·10-4 M 1.07·10-6 M 61% 50% 55.5% 3.932181  
5.86·10-4 M 5.86·10-6 M 49% 25% 37.0% 8.670421 
1.53·10-3 M 1.53·10-5 M 32% 14% 23.0% 6.438752 
6.24·10-3 M 6.24·10-5 M 26% 8% 17% 6.390718 
1.55·10-2 M 1.55·10-4 M 21% 0% 10.5% 7.279121 
6.17·10-2 M 6.17·10-4 M 0% 0% 0% 0 
INIBITORE [I] [I]CELLA A.R.1 A.R.2 A.R.M. D.S. 
HN
N
H
COOMe
MeO
94
NO2
 
9.80·10-8 M 9.80·10-10 M 55% 59% 57.0% 2.7783025 
1.07·10-6 M 1.07·10-8 M 43% 45% 44.0% 1.6509254 
1.07·10-5 M 1.07·10-7 M 33% 38% 35.5.0% 3.8455790  
9.52·10-5 M 9.52·10-7 M 27% 36% 31.5% 6.2244856 
9.43·10-4 M  9.43·10-6 M 23% 25% 24.0% 0.9547889 
1.03·10-2 M 1.03·10-4 M 9% 17% 13.0% 5.1153669 
1.03·10-1 M 1.03·10-3 M 0% 0% 0% 0 
Tabella 6.2 Legenda: [I] = Concentrazione delle soluzioni diluite di inibitore; [I]CELLA = Concentrazione di inibitore in cella;  
VI(CELLA) = Volume di inibitore in cella;  A.R.1 = Attività residua prova 1; A.R.2 = Attività residua prova 2; A.R.M. = Attività residua 
media; D.S. = Deviazione Standard. 
 
